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1. INTRODUZIONE 
 
1.1 CARATTERI TASSONOMICI E BOTANICI 
Il carciofo appartiene alla famiglia delle Asteraceae, sottofamiglia Tubuliferae, tribù 
Cynareae, una sottospecie di Cynara cardunculus. Infatti recenti ricerche interdisciplinari 
hanno accertato che il progenitore dell‟odierno carciofo è il cardo selvatico, ampiamente 
presente nel bacino del mediterraneo. Pertanto il nome scientifico del carciofo risulta 
Cynara cardunculus, subsp. Scolymus (L.) Hayek (Bianco, 1990). 
Le specie che costituiscono il genere cynara sono diploidi, corredo cromosomico 2n=2x 
=34. 
Il carciofo è una specie poliennale, le piante provenienti da achenio presentano la radice 
principale fittonante e numerose radici avventizie fibrose che col passare del tempo 
diventano carnose, si ingrossano (le radici più piccole scompaiono) e perdono la 
funzionalità di assimilazione per assumere quella di riserva. La profondità raggiunta da 
queste radici più grosse difficilmente supera i 40 cm. Nelle piante di oltre un anno la 
funzione assorbente viene mantenuta fino a quando il carduccio sul quale le radici sono 
inserite è in attivo accrescimento; verso la fine della primavera si ingrossano notevolmente 
e diventano carnose come quelle dell‟anno precedente. Quando inizia l‟accrescimento dei 
nuovi carducci le radici fibrose dell‟annata precedente diventano carnose e sono 
rimpiazzate da un nuovo sistema di radici avventizie. 
A mano a mano che la pianta si accresce diventa sempre più evidente il fusto rizomatoso, 
detto ceppo o ceppaia volgarmente, su cui si differenziano le gemme che daranno origine a 
germogli, detti polloni o carducci, agli steli e ai capolini. La differenziazione dei germogli 
non è contemporanea e perciò sulla stessa pianta si trovano germogli di età diversa. La 
differenziazione sembra legata a fenomeni di dominanza apicale e viene meno solo con la 
differenziazione del capolino principale. Il caule è molto raccorciato, porta inizialmente 
una rosetta di foglie tanto ravvicinate che il carciofo viene considerato pianta acaule. In 
effetti, la struttura caulinare e quella radicale non sono ben distinte. La gemma apicale si 
evolve e origina lo stelo che si allunga portando all‟apice il capolino. L‟asse fiorale o stelo 
fiorifero normalmente è di 40-80 cm, ma nelle cultivar ibride può superare i 140 cm di 
altezza. È cilindrico, di colore verde-grigio, coperto di peli e con foglie alterne; anche le 
ramificazioni laterali portano all‟apice il capolino. 
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Le foglie hanno un colore verde di differenti tonalità tendenti al grigiastro nella pagina 
inferiore; in ambedue le pagine sono presenti gli stomi, in maggiore quantità in quella 
inferiore. I peli tettori, di varia forma e ghiandolari, sono presenti in misura diversa nelle 
popolazioni e nelle cultivar sia sulla lamina che sul picciolo. La forma delle foglie varia 
con la cultivar, l‟età della pianta, la posizione sulla pianta e il metodo di propagazione 
adottato. In generale le più giovani e quelle che si trovano sullo stelo fiorale più vicino al 
capolino sono lanceolate con margine intero o variamente seghettate, mentre in quelle più 
adulte il margine generalmente si presenta profondamente intaccato fino a che la foglia può 
considerarsi pennatosetta o bipennatosetta. 
 La nervatura centrale è la parte preponderante delle foglie adulte. Il rapporto in peso 
fresco tra nervatura principale e parte rimanente del lembo fogliare varia da 1 a oltre 2; 
nelle cultivar tardive il rapporto si attesta verso il valore più elevato. La sostanza secca 
della nervatura in media oscilla intorno all‟8% , mentre quella della parte rimanente del 
lembo fogliare intorno al 16%. La formazione del capolino inizia dall‟apice vegetativo che, 
attraverso la fase di transizione, giunge alla forma globosa che poi si appiattisce e si allarga 
mostrando il mantello costituito da due strati meristematici che si sovrappongono allo 
strato parenchimatoso. In questa fase appaiono i primordi fiorali, che continueranno ad 
accrescersi centripetamente fino a interessare l‟intero ricettacolo; ciò costituisce il 
completamento della fase di differenziazione, che coincide con la formazione del capolino. 
Il capolino, o calatide, più o meno compatto a seconda della cultivar e dello stadio in cui 
viene raccolto, può superare i 400 g di peso e assume diverse forme, che schematicamente 
possono ricondursi a quella cilindrica, conica, ovoidale, ellissoidale, sferica e subsferica. È 
costituito dal peduncolo, di lunghezza e diametro variabili (quest‟ultimo generalmente 
maggiore per i capolini principali) e dal ricettacolo o talamo (fondo), nella cui parte più 
esterna sono inserite le brattee o squame involucrali, mentre in quella più esterna sono 
inseriti i fiori, che a completa maturità sono lunghi anche oltre 8 cm, di colore violetto di 
varia tonalità, anche se esistono mutanti di colore bianco. Le brattee hanno superficie 
glabra, sono più spesse e più carnose alla base e più sottili nella zona apicale; inoltre sono 
più consistenti all‟esterno e più tenere all‟interno. Assumono forme diversissime  
(allungata, ovale, rotonda e forme di passaggio tra queste); la lunghezza può superare i 10 
cm, mentre la larghezza può essere di oltre 6 cm. Il margine superiore può essere intero, 
inciso con varia profondità e anche introflesso; l‟apice può mostrarsi 
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appuntito, arrotondato, smussato, inerme o con presenza di spine di dimensioni diverse 
(che possono superare i 5 mm di lunghezza). Il colore della parte dorsale va dal verde 
chiaro al verde scuro, con sfumature violette, al violetto scuro uniforme; in alcuni casi le 
brattee sono anche lucenti. La parte ventrale è sempre più chiara di quella esterna, 
normalmente tendente al giallo chiaro nelle vicinanze dell‟attacco sul ricettacolo, dove si 
nota un rigonfiamento più o meno spesso. Le brattee interne, che diventano sempre più 
piccole man mano che si va verso il centro, assumono la colorazione violetta brillante a 
cominciare principalmente dalla zona centrale. Inoltre, all‟apice compare spesso una spina; 
tali brattee devono essere eliminate nella preparazione culinaria. Il numero delle brattee 
varia con la cultivar (Bianco, 1990). 
Ad esempio, ne sono state riscontrate da 125 a 150 nelle cultivar spinose, nel Precoce 
violetto di Chioggia e Precoce di Jesi; da 150 a 175 nelle cultivar riconducibili al Catanese; 
da 175 a 200 nel Bianco Tarantino, Masedu e Green Globe.  
I fiori sono ermafroditi (flosculi), tubulosi, caratteristici delle asteracee, proterandri. Lo 
stigma diventa ricettivo 4-8 giorni dopo l‟antesi quando il polline appiccicoso dello stesso 
fiore ha generalmente perso la facoltà germinativa in quanto la sua fertilità  dura 3-4 
giorni; perciò l‟autofecondazione dello stesso fiore è quasi impossibile. La fioritura è 
scalare, si completa in 3-5 giorni in modo centripeto nello stesso capolino, permettendone 
però l‟autoimpollinazione (geitonogamia). Il trasporto del polline avviene per mezzo di 
insetti (Calabrese, 2004). Il frutto è un achenio (commercialmente indicato come “seme”) 
che matura circa 60 giorni dopo la fecondazione; gli acheni centrali sono quasi sempre più 
piccoli di quelli periferici (per via della fioritura centripeta) e mostrano una scarsa capacità 
germinativa. Il colore è variabile dal grigio chiaro uniforme al marrone scuro; in qualche 
cultivar sono presenti screziature più o meno accentuate. La lunghezza media è di 7 mm, la 
larghezza di 3,5 mm e, quanto alla forma, può essere assimilato a un ellissoide oblungo. Il 
peso di 1000 acheni varia da 30 a 70 g. 
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1.2 IMPORTANZA E DIFFUSIONE DEL CARCIOFO IN ITALIA E NEL MONDO 
Utilizzazione 
La parte commerciale è il capolino, l‟infiorescenza prima dell‟antesi. La parte edule è 
rappresentata dalle brattee interne (che devono essere numerose e tenere) e il ricettacolo; 
nel periodo invernale vengono utilizzati anche i carducci e le foglie come ortaggi da 
cuocere; le foglie divengono eduli dopo imbianchimento, le code vengono utilizzate 
nell‟industria per appertizzati, surgelati e carciofini sott‟olio. 
Il carciofo fornisce un basso apporto calorico (38 Cal/100 g),  è ricco di sali minerali (K, 
Na, P, Fe), mentre ha scarso contenuto in vitamine (A, B1, C); assieme agli altri prodotti 
ortofrutticoli freschi, occupa un ruolo importante nella dieta mediterranea e nella piramide 
alimentare che ben rappresenta lo stile italiano dell‟alimentazione.  
Il carciofo ha svariate proprietà benefiche, studi  recenti hanno rilevato nel carciofo la 
presenza di alcuni componenti “non nutrienti”, che svolgono azioni protettive di grande 
interesse per la nostra salute: l‟inulina (polimero del fruttosio), fitosteroli e altri composti 
di natura polifenolica tra i quali il dipepside cinarina (acido 1-5 dicaffeil-chinico ) isolato 
nel 1954 da Panizzi e Scerpati, ed è oggi prodotto per sintesi ad uso farmaceutico. 
Proprietà antiossidanti derivano anche da sostanze come l‟acido 5-dicaffeil-chinico (2,5% 
dell‟estratto secco), e l‟acido caffeico (1%). Il carciofo è infatti presente anche in 
Farmacopea italiana, consigliato come rimedio di eccellenza per il paziente dislipidemico 
che non abbia ancora importanti manifestazioni cliniche di complicanze cardiovascolari. 
Inoltre è coleretico, e epatoprotettore, (cinarina e acidi caffeilchinici esercitano funzione di 
barriera protettiva nei confronti di agenti epatotossici tra i quali il tetracloruro di carbonio), 
è diuretico e ipolipemizzante grazie al fatto che l‟acido clorogenico inibisce l‟enzima 
glucosio-6-fosfato traslocasi. 
Lattoni sesquiterpenici, cinaropicrina e suoi derivati, flavonoidi eterosidi del luteolo e 
dell‟apigenolo, conferiscono al carciofo il caratteristico sapore amaro.  
 
Diffusione 
In Italia la produzione di carciofo si attesta intorno alle 520.000 tonnellate . 
Dall‟andamento della superficie totale negli ultimi sessant‟anni si nota il progressivo 
incremento fino al 1971, quando è stato raggiunto il valore massimo di 63.742 ha; negli 
anni successivi la produzione è diminuita fino a raggiungere il minimo nel 1993 con 
47.100 ha. Nell‟ultimo decennio la superficie  si è stabilizzata intorno ai 50.000 ha. Per 
Introduzione 
 
 
  
5 
 
  
quanto riguarda la produzione totale, l‟andamento ricalca quello osservato per la 
superficie, tenendo conto della notevole influenza sulla produzione delle condizioni 
climatiche verificatesi nelle singole annate.  
Attualmente le regioni in cui il carciofo è maggiormente diffuso sono la Puglia con 17.085 
ha e 173.448 t di capolini raccolti annui, la Sicilia (14.270 ha e 159.064 t) e la Sardegna 
(12.952 ha e 106.860 t), che insieme rappresentano il 90% della superficie totale coltivata e 
l‟85% della produzione nazionale. Presenze significative della coltivazione del carciofo si 
hanno nel Lazio e in Campania, inoltre altre aree importanti di coltivazione sono in 
Toscana, mentre al nord il carciofo è coltivato su ridotte superfici, in Liguria, Veneto ed 
Emilia Romagna (Tesi, 1981).  
Nel mondo se ne coltivano una quantità di poco inferiore a 130.000 ettari (ha), con una 
produzione totale di 1.327.000 t. In generale negli ultimi vent‟anni sia la superficie 
coltivata sia la produzione totale dei Paesi in cui la coltivazione è praticata da lungo tempo 
non hanno subito variazioni significative, mentre sono stati registrati notevoli incrementi in 
quelli in cui il carciofo è stato introdotto di recente. L‟Italia è al primo posto per la 
superficie coltivata, ( 39%  della superficie mondiale) e per la produzione totale di 
capolini, con 474.000 t (36% del totale mondiale). Segue la Spagna con meno della metà 
della superficie della produzione rispetto all‟Italia, con 20.000 ha e 215.000 t di prodotto. 
Al terzo e quarto posto per superficie coltivata si collocano la Francia con 103.000 ha, in 
cui la superficie si è ridotta del 30% dagli anni ‟90 in poi, e la Cina con 10.000 ha. 
L‟introduzione in Cina è molto recente, in circa 15 anni sono stati raggiunti e superati altri 
paesi in cui la coltivazione di questa specie ha una lunga e consolidata tradizione tra i quali 
Argentina ,USA, Grecia, Marocco, Egitto e Algeria (Bianco, 1990). Anche per il Perù si 
registra un incremento notevole delle superfici, che sono decuplicate negli ultimi cinque 
anni, raggiungendo 4200 ha nel 2007. Per la produzione totale dopo l‟Italia e Spagna 
seguono nell‟ordine Argentina, Egitto, Perù e Cina. La Francia, a causa della bassa 
produzione unitaria (5,3 t/ha in media), è relegata al settimo posto. 
Per quanto riguarda il calendario del periodo di raccolta, integrandosi la produzione del 
Sud d‟Italia con quella del Centro-Nord, la produzione del carciofo è presente sul mercato 
quasi tutto l‟anno, da ottobre a giugno; infatti alla produzione autunno invernale del Sud si 
aggiunge quella primaverile del Centro-Nord. Questa situazione è molto favorevole per la 
nostra industria di lavorazione, come invece non accade negli altri Paesi produttori (Bianco 
et al., 2007). 
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1.3 VARIETA’ COLTIVATE IN ITALIA 
Le numerose varietà di carciofo coltivate in Italia possono essere raggruppate secondo vari 
criteri. Considerando il ciclo produttivo si distinguono cultivar rifiorenti (precoci) e non 
rifiorenti (tardive). Nelle prime si comprendono quelle coltivate al Sud e nelle isole 
(gruppo Catanesi e Spinosi) con produzione continua dall‟autunno alla primavera, nelle 
seconde quelle coltivate al Centro-Nord (Romanesco e Violetto di Toscana ad es. ) con 
produzione primaverile. 
Considerando, invece, l‟insieme dei caratteri morfologici si può fare riferimento al lavoro 
di classificazione di Porceddu et al. (1976), che  in base all‟analisi multivariata di numerosi 
(27) caratteri morfologici hanno individuato tra le 78 cultivar esaminate 4 gruppi 
principali: 
Spinosi: Spinoso sardo, Spinoso violetto di Liguria e Violetto Spinoso di Palermo.  
Queste cultivar hanno un capolino di forma conica con spine acuminate gialle ed un ciclo 
precoce, nelle zone tradizionali di coltura producono al termine dell‟autunno e in inverno. 
Rientra in questo gruppo lo “Spinoso di Palermo” con capolino ovoidale e ciclo più 
tardivo. 
Violetti: Violetto di Toscana, Violetto di Maremma, Nostrano, Violetto di Pesaro, Moretto, 
Violetto di S. Luca, Precoce Violetto di Chioggia, Terom. 
Queste cultivar hanno un capolino allungato ellissoidale ed un ciclo tardivo, la produzione 
inizia a fine inverno e continua in primavera. 
Romaneschi: Campagnano, Romanesco, Mazza Ferrata, Castellamare, Grosso orvietano, 
Centofoglie, Comard, Macau. 
Queste cultivar hanno un capolino sferico o subsferico, un ciclo tardivo e producono 
all‟inizio della primavera. 
Catanesi: Catanese, Siracusano, Violetto di Catania, Masedu, Locale di Mola, Di ogni 
mese, Violetto di Algeria, Violetto di Provenza.  
Queste cultivar considerate rifiorenti hanno un capolino cilindrico ed un ciclo precoce; al 
Sud e nelle isole producono dall‟autunno fino alla primavera. 
In Appendice sono illustrate in dettaglio le caratteristiche di due varietà tipiche della Val di 
Cornia (Livorno), delle quali ci siamo occupati nella parte sperimentale. 
Nella Figura 1.1 sono riportati quattro esempi di varietà, una per ciascuno dei quattro 
gruppi. 
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Figura 1.1. I Quattro gruppi principali di carciofo secondo Porceddu et al. (1976): Spinoso 
sardo (alto, sinistra); Violetto di Toscana (alto, destra); Romanesco (basso, sinistra); 
Catanese (basso, destra). 
 
 
1.4 PROPAGAZIONE DEL CARCIOFO 
Propagazione gamica 
La propagazione del carciofo per “seme” è notoriamente poco praticata, ma negli ultimi 
anni un nuovo slancio è stato dato a questa tecnica con l‟obbiettivo principalmente di 
migliorare lo stato sanitario delle piante e incrementare le produzioni unitarie, ed in 
prospettiva, arrivare al contenimento del costo del seme favorendo l‟espansione della 
coltura.  
La moltiplicazione per seme del carciofo può essere attuata attraverso l‟uso di Cultivar 
impollinate liberamente (OP, Open Pollinated), oppure attraverso Ibridi (F1). 
Col metodo OP, popolazioni da seme solitamente selezionate sono mantenute attraverso 
libera impollinazione. Questo consente cicli di coltivazione flessibili, riduzione del numero 
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delle fallanze dopo il trapianto, prevenzione di infezioni da virus (la maggior parte dei 
virus non si trasmette per seme) e parassiti nonché, in generale, una migliore gestione della 
coltura. Lo svantaggio dell‟uso delle cultivar OP è la mancanza di omogeneità nella 
produzione finale dei capolini, questo ne rende difficile l‟utilizzo per un certo segmento di 
mercato e il prodotto finisce per essere destinato esclusivamente dalle industrie di 
trasformazione. 
Le cultivar ibride (F1), invece si ottengono dall‟incrocio di linee puree e selezione degli F1 
portanti caratteri d‟interesse. Le possibilità dell‟incrocio sono enormi, fornendo più 
efficacia e facilità nell‟incorporazione dei caratteri nuovi attraverso le linee parentali. Gli 
ibridi F1 beneficiano degli effetti positivi dell‟eterosi, che può essere definita come 
l‟aumento dell‟espressione di certi caratteri come vigore, produttività, resistenza contro le 
malattie o agli stress causati dalle condizioni di coltivazione, assieme a un‟elevata 
omogeneità del prodotto finale. Dalla seconda metà degli anni ‟80 del secolo scorso, sono 
stati creati in Israele i primi ibridi destinati al commercio. Ormai, da più di dodici anni, la 
società sementiera Nunhems è impegnata in un programma di ricerca relativo alla 
creazione di nuovi ibridi.  
Alcune considerazioni sulla propagazione del carciofo 
Attualmente la propagazione di carciofo nei paesi maggiori produttori è di tipo vegetativo, 
questo è dovuto a fattori principalmente  economici, infatti i vantaggi risiedono nell‟ 
ottenimento di impianti sufficientemente uniformi a costi relativamente contenuti. Vi è poi 
il mantenimento della rusticità delle piante le quali non perdono la caratteristica 
tomentosità e quindi si dimostrano resistenti alla malattie. Piante precoci inoltre 
mantengono tale caratteristica, una volta trapiantate, per almeno due-tre anni. 
Da tempo però sono noti alcuni inconvenienti non trascurabili che presenta questo tipo di 
propagazione. La bassa flessibilità nella data di trapianto, ovvero tempi ristretti di impianto 
(ottobre-novembre) a causa del sopraggiungere del freddo invernale e l‟impraticabilità dei 
campi allagati dalle piogge frequenti, l‟eterogeneità del materiale utilizzato e soprattutto la 
diffusione delle malattie trasmesse dalla pianta madre (Welvaert et Zitouni, 1976; 
Harbaoui et Debergh, 1980; Rana et Cherif, 1981; Chabbouh, 1989; Chabbouh et Cherif, 
1990; Chabbouh et al., 1990, Barba et al., 2004, Papanice  et al., 2004) sono i principali 
problemi.  
Ad oggi la semina diretta delle cultivar ibride, come alternativa, è però improponibile a 
causa del costo dei semi. Pertanto si ricorre alla semina in contenitori alveolari e 
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all‟allevamento delle piantine in vivaio. Studi volti ad approntare un protocollo per 
produrre piantine della cultivar “Concerto”, allevate in contenitori alveolari, hanno 
mostrato che con l‟impiego di urea e con la dose di azoto intorno a 250 mg/l si possono 
ottenere buoni risultati; inoltre la cultivar “Opal” mostra piantine più alte, di maggiore peso 
e area fogliare, con l‟impiego di alveoli di maggiore dimensione (91 vs 60 mm) e con la 
dose più elevata di K (220 vs 100 mg/l) (Barbieri, 1996). 
Vari studi su piante di carciofo allevate per 4 anni hanno evidenziato che la produzione 
non subisce sostanziali variazioni nei primi 3 anni di coltivazione, mentre al quarto anno è 
stata osservata la riduzione significativa della produzione. Alla luce di queste indicazioni e 
in considerazione dell‟elevato costo delle piantine propagate per seme, potrebbe essere 
conveniente coltivare queste carciofaie per 2-3 anni in modo da ammortizzare le spese 
d‟impianto. La propagazione per seme del carciofo è quindi una possibile alternativa alla 
propagazione agamica, contribuendo alla razionalizzazione della tecnica colturale, al 
miglioramento dello stato fitosanitario delle piante e all‟incremento delle produzioni 
unitarie (Bianco, 1990). I vantaggi ottenuti dall‟impiego del seme sono secondo Basnizki, 
(1994), oltre alla maggiore produttività dovuta al vigore e alla salute delle piante, anche 
una migliore adattabilità alla lavorazione industriale.  
Alcuni ibridi in commercio sono: 
“Madrigal”, “Simphony”, “Harmony”, “Concerto”, “Opal”, “Tempo”, mentre nuovi ibridi 
di prossima introduzione saranno: “Nun  4021 F1”, “Nun  4051 F1” (Figura 1.2). 
Tuttavia, il vero punto critico è rappresentato dal fatto che molti virus sono trasmissibili 
per seme. Inoltre, aspetti come la possibile dipendenza del coltivatore dalle ditte 
sementiere, la breve durata della carciofaia, e un‟eventuale perdita del patrimonio genetico 
locale, non permettono l‟affermazione della propagazione per achenio del carciofo nei 
principali paesi produttori. 
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Figura 1.2 (a) Opal F1, (b) Concerto F1, (c) Simphony F1, (d) Harmony F1, (e) Madrigal 
F1, (f) Nun 4051 F1, (g) Nun 4021 F1.  
b
a
d e
c
f
g
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Propagazione agamica 
In Italia, Spagna e Francia da sempre tra i maggiori produttori e consumatori di carciofi, 
tradizionalmente la moltiplicazione è effettuata per via vegetativa ed è basata sulla 
propagazione di cloni selezionati, con discreti risultati produttivi ma con scarsa omogeneità 
della produzione.  
La propagazione tramite carducci è ancora il metodo più diffuso, soprattutto per le cultivar 
tardive. Si utilizzano carducci, ovvero i germogli che si sviluppano dalle gemme presenti 
sul rizoma (Figura 1.3 a) sia alla ripresa vegetativa che durante la crescita della pianta 
madre in inverno-primavera. L‟attitudine pollonifera delle piante risulta essere continua 
dall‟autunno alla primavera e può essere influenzata dalle varietà e dalle condizioni 
ambientali, arrestandosi con lo sviluppo dell‟apice caulinare del capolino. L‟impianto con 
carducci in Italia è maggiormente effettuato nel Centro-Nord e può avvenire in autunno se 
l‟inverno non è troppo rigido oppure in primavera, utilizzando piantine che hanno 
raggiunto uno sviluppo di 4-6 foglie ed una lunghezza di 20-40 cm con radici già 
sviluppate alla base (Figura 1.3 c). I carducci prelevati in primavera possono essere posti 
anche in piantonaio per ottenere materiale di propagazione (ovoli radicati) da impiegare 
per impianti precoci in estate; questo metodo è usato in Francia per il Violetto di Provenza 
ed è stato sperimentato in Puglia con ottimi risultati (La Malfa et al., 1971). L‟utilizzo dei 
carducci per l‟impianto della nuova carciofaia può essere immediato dopo il prelievo dalle 
piante madri, questo accade per le produzioni precoci in autunno e tardive in primavera. 
Oppure intervallato da un periodo di tempo, dove i carducci sono posti in appositi vivai 
(piantonai) a rafforzare la radicazione e da cui vengono prelevati per essere trapiantati in 
giugno-luglio, prima della differenziazione dei capolini. 
Oltre ai carducci, si possono utilizzare gli ovoli, ossia rami quiescenti inseriti sul rizoma, 
muniti di gemma apicale e gemme laterali (Figura 1.3 b). Gli ovoli hanno forma cilindrica, 
la cui altezza può raggiungere i 13-14 cm, e diametro di 1,0-3,5 cm. Il numero per pianta 
può superare le 20 unità con i valori più elevati nelle cultivar del tipo Catanese e Spinoso 
Sardo soprattutto se allevati nelle zone più meridionali d‟Italia e nelle isole. È stato 
osservato inoltre che con la rincalzatura e l‟eliminazione dell‟apice vegetativo aumenta sia 
il numero degli ovoli differenziati/pianta che la loro dimensione. In pratica la parte ipogea 
dei carducci presenti sulla pianta alla fine della primavera per la temperatura elevata e la 
siccità che si verificano negli ambienti meridionali e insulari si secca, e va a costituire 
l‟ovolo. Questo viene prelevato dalle piante in riposo tra fine luglio e metà agosto poi 
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vengono messi in strati di paglia e fatti pregermogliare in ambiente caldo-umido (si 
annaffiano per 2-3 giorni 2 volte al giorno) e nel giro di una settimana sono pronti per il 
piantamento, che deve avvenire sul terreno umido. La moltiplicazioni per ovoli è il metodo 
di riproduzione più utilizzato per l‟impianto delle carciofaie in Sardegna (Mallica et al., 
2003) . 
Infine un altro metodo di propagazione agamica è l‟utilizzo di ciocchetti detta anche 
moltiplicazione per parti di ceppo o zampa. Questo metodo, che trova poca diffusione, si 
basa sulla divisione del rizoma (ceppo o ciocchetto), in una porzione ipogea del fusto 
munita di gemma. Come gli ovoli viene prelevato in estate (luglio-agosto) con le piante a 
riposo e piantato subito dopo; si può dire quindi che questa tecnica viene utilizzata per gli 
impianti estivi precoci come gli ovoli ma è molto meno diffusa. Per l‟impianto vengono 
messi a dimora pezzi di rizoma più o meno voluminosi, muniti di almeno 10-15 gemme, 
senza l‟utilizzo di pregermogliazione.  Questo metodo è diffuso nell‟Italia centrale e 
soprattutto per la moltiplicazione e impianto delle cultivar “Terom”, “Romanesco”, e 
“Violetto di Toscana”. Il ciocchetto viene impiegato in sostituzione agli ovoli, che non 
sono prodotti o scarsi, per ottenere produzioni più precoci ed abbondanti già al primo anno 
di produzione. Inoltre questa tecnica viene utilizzata maggiormente per piccoli 
appezzamenti dove i ciocchetti vengono ricavati da vecchie carciofaie a fine produzione, 
soprattutto nelle zone dove i pezzi di ceppo vengono fatti svernare interrati al coperto e 
trapiantati in aprile (Bianco, 1990). 
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Figura 1.3 (a) Carducci di varie 
dimensioni, (b) ovolo con germogli, 
(c) carciofaia impiantata con carducci 
radicati  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b
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1.5 LA MICROROPAGAZIONE DEL CARCIOFO 
La propagazione in vitro, nota anche con il termine di micropropagazione, è oggi la tecnica 
più all‟avanguardia nel campo della moltiplicazione delle piante. Essa consente la 
produzione rapida di un gran numero di individui (cloni) genotipicamente e 
fenotipicamente identici alla pianta selezionata per caratteristiche fisiologiche e produttive 
di pregio, con un processo di propagazione vegetativa simile a quello della talea. 
Contrariamente alle tecniche tradizionali di propagazione, che si effettuano in serra o in 
campo, la micropropagazione viene condotta in condizioni strettamente asettiche e con 
l‟impiego di camere di crescita caratterizzate da parametri di luce e temperatura controllati. 
A partire dalla coltura in vitro di un meristema, o di un apice vegetativo, è possibile 
ottenere un germoglio che, in opportune condizioni di coltura, viene indotto a proliferare 
sviluppando le gemme ascellari presenti alla base di ogni foglia. I germogli proliferati, 
dopo diversi cicli di moltiplicazione, possono essere successivamente indotti a formare le 
radici mediante trasferimento su un terreno di coltura idoneo, originando una piantina 
completa (Figura 1.4). 
 
 
Figura 1.4. Schema del ciclo di micropropagazione del carciofo 
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La propagazione meristematica, messa a punto per le orchidee negli anni ‟50 da George 
Morel, negli Stati Uniti, è stata gradualmente estesa a un numero sempre crescente di 
piante a propagazione sia vegetativa sia sessuata e consente di ottenere in un anno 
centinaia di migliaia di piante tutte uguali a partire da un singolo germoglio, rendendo 
possibile in tal modo la moltiplicazione a livello industriale. Si tratta di un procedimento 
particolarmente utile per la moltiplicazione rapida dei materiali genetici che, con l‟uso 
delle tecniche tradizionali di propagazione, richiederebbero molti anni per poter 
raggiungere gli agricoltori e il mercato. 
L‟applicazione della coltura in vitro al carciofo è iniziata negli anni ‟70 con De Leo e 
Greco (1976) ed è stata da prima finalizzata all‟ottenimento di materiale esente da 
fisiopatie, quali funghi, batteri e virus. Successivamente negli anni ‟80 (es. Ancora, 1981; 
Moncousin, 1981; Deberg 1981) e ‟90 (es. Rossi e De Paoli, 1992; Cadinu et al., 1994) 
sono state messe a punto metodologie di propagazione in vitro che hanno consentito il 
raggiungimento di tassi di moltiplicazione più elevati rispetto a quelli ottenuti con i metodi 
tradizionali (carducci/ovoli). Una maggiore vigoria e, di riflesso, una più elevata 
produttività (Saccardo e Ancora, 1984; Draoui et al., 1993). In tabella 1.1 sono riportati 
suddivisi per autore, alcuni dei mezzi di coltura messi a punto nel corso degli anni, mentre 
in tabella 1.2 i fitoregolatori impiegati. 
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Tabella 1.1 Mezzi utilizzati da vari autori  nelle diverse fasi di sviluppo del carciofo in 
vitro (B.Dridi, 2003) 
 
Autori 
 
SD Macro 
 
Micro 
 
Na PVP AA Vit. My Th T 
 
A 
 
De Leo e 
Greco 
(1976) 
I MS MS    MS     
III MS MS    MS     
Moncousin 
(1981) 
I LS LS    G     
II MS G    G   50 100 
IIa MS MS    G     
Moncousin 
(1981) 
I MS G    G     
II MS G    G     
III MS/10 G    G  100   
Fortunato 
(1981) 
I MS MS    MS     
II MS MS    MS     
III MS MS    MS     
Ancora et 
al., (1981) 
I MS MS 50  10 MS 100  100 40 
II MS MS    MS 100    
III MS/2 MS/2    MS 100 1   
Fortunato 
et al., 
(1981) 
I MS MS    MS     
II MS MS    MS     
Pécaut et 
al., (1983) 
I TL TL    MW     
II MS MS 85   MW    40 
III MS/2 MS    MW     
Selz et al., 
(1989) 
I MS MS 50   MS    40 
Pécaut et 
Martin 
(1993) 
I TL TL    MW     
II MS MS 85   MW 100 0.4  40 
III TL TL    MW     
Draoui et 
al., (1993) 
I KNOP QL  0.1  W 50    
II MS MS  0.1  W 100   40 
III MS/2 MS  0.1  W 100    
Kanakis et 
Demetriou 
(1993) 
I MS MS   10 MS     
II MS MS    MS     
III MS/2 MS/2   10 MS  1   
SD: stadi di sviluppo: I- fase di induzione, II- fase di moltiplicazione, II a- fase di pre radicazione,  III- 
radicazione  
Na: NaH2PO4 , PVP: Polivilpirrolidone, AA: Acido ascorbico, Vit: Vitamine, My: Myo-inositol, Th: 
Thiamine, T: Tyrosine, A: Adenine,  
Ma: Meristema apicale, ba: germogli, MS: Murashige et Skoog (1962), G: Gamborg, LS: Linsmaier et Skoog, 
TL: Tendille et Lecerf (1974), MW: Morel et Wetmore (1951), NN: Nitsch et Nitsch (1969), W: Walkey 
(1972), QL: Quoirin et Lepoivre (1977) 
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Tabella 1.2. Fitoregolatori utilizzati da vari autori in diverse fasi di sviluppo della 
micropropagazione (B. Dridi, 2003) 
Autori SD GA3 IAA IBA NAA BAP K 2iP TDZ 
Tasso 
moltiplicazione 
De Leo et 
Greco 
(1976) 
I     1.0     
III   0.2       
Moncousin 
(1981) 
I  0.1   0.1     
II 0.5 0.1     50.0   
III          
Moncousin 
(1981) 
I 0.1 0.1     5.0  96% 
II 0.5 0.1     50.0  50% 
IIa    1.0      
Fortunato 
(1981) 
I 0.03   1.9 2.3     
II 0.01 0.2     0.2   
III  3.5        
Ancora et 
al., (1981) 
 
I  0.5    10.0    
II  0.5    5.0    
III    2.0     80% 
Fortunato 
et al., 
(1981) 
I 0.04   0.09 2.3    80% 
II 0.04   0.09 2.3     
Pécaut et 
al., (1983) 
I 0.1     0.1   90% 
II    0.1  1.0   100% 
III    0.5  0.05   70% 
Selz et al., 
(1989) 
I  0.5    10.0   100% 
Pécaut et 
Martin 
(1993) 
I 0.1     0.1   90% 
II    0.1  0.5 0.5  100% 
III    0.5      
Droui et 
al., (1993) 
I 0.1  0.5  0.5    80% 
II   0.4  0.2 2.0    
III    2.0     80% 
Kanakis et 
Demetriou 
(1993) 
I  0.1        
II        3.0  
III   2.0     3.0  
SD: stadi di sviluppo: I- fase di induzione, II- fase di moltiplicazione, II a- fase di pre radicazione,  III- 
radicazion 
 
Nella micropropagazione del carciofo, il materiale di partenza è costituito da meristemi o 
apici vegetativi prelevati dai carducci. Durante il processo colturale, si possono presentare 
diversi ostacoli sia nella fase iniziale della coltura, con la scarsa reattività di alcuni espianti 
e/o varietà o con la persistenza di agenti inquinanti di difficile controllo, sia durante la fase 
di radicazione che, per molte varietà di carciofo, rappresenta il vero collo di bottiglia del 
procedimento. A causa di questa variabilità si rende necessario mettere a punto protocolli 
sperimentali ad hoc per la varietà in oggetto. 
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Le problematiche maggiori fin dall‟inizio, come già detto, furono quelle a carico della 
radicazione, che si verificava in percentuali troppo ridotte per ottenere piantine 
micropropagate economicamente convenienti (Rossi e De Paoli, 1990). Le varietà tardive 
di carciofo sembrano avere una più spiccata attitudine alla radicazione in vitro (Ancora et 
al., 1981) rispetto alle cultivar precoci, che al contrario mostrano un‟elevata recalcitranza 
(Pecaut, 1982; Rossi e De Paoli, 1986). Morzadec e Hourmant in un lavoro del 1997, 
effettuato sulla varietà precoce “Camus di Bretagna”, hanno rilevato un'alta percentuale di 
radicazione (92.3%) utilizzando un mezzo di coltura contenente auxine e gibberelline. 
Anche Brutti e altri (2000), hanno ottenuto percentuali di radicazione molto elevate (range 
50 - 100%), sulla varietà precoce “Early”, impiegando un mezzo di coltura contenente 
Ciclodextrine e NAA, mentre il controllo che veniva fatto radicare su un mezzo assente di 
ciclodextrine mostrava una radicazione pari al 22%. In letteratura lavori di Rossi e De 
Paoli (1990) e di Cadinu et al. (1994) indicano un buon grado di radicazione ottenuto 
immergendo i germogli micropropagati di varietà tardive nel primo e precoci nel secondo, 
in un substrato di Murashige & Skoog (1962) ad elevate concentrazioni di NAA e IAA.  
Problemi derivanti dalla condizione in vitro, da tenere presenti, indipendentemente da 
quella che è la specie utilizzata, sono poi l‟iperidricità e la variabilità somaclonale. 
L‟iperidricità è un disordine fisiologico che si manifesta con l‟aspetto “vetroso” 
dell‟espianto e si può riscontrare in qualsiasi stadio della coltura in vitro. Questo fenomeno 
è dovuto principalmente all‟umidità relativa presente nel recipiente della coltura, allo stato 
fisico del mezzo di coltura, ma anche al tipo di gellificante usato (Debergh et al., 1983). La 
variabilità somaclonale invece, attribuibile alle condizioni eterotrofe in cui si trovano gli 
espianti durante le diverse subcolture, può essere evitata cercando condizioni di eterotrofia 
meno stringenti (es. maggiore intensità luminosa e maggiori scambi d‟aria con l‟esterno), 
diminuendo la dose ormonale (es. citochinine) e il numero di subcolture. 
Negli ultimi anni la ricerca scientifica si è concentrata sia sul miglioramento della 
radicazione di questa specie che sull'applicazione di questa tecnica per il  risanamento dei 
tessuti e quindi sullo sviluppo di protocolli idonei alla produzione e conservazione del 
germoplasma delle diverse varietà di carciofo. La migliore radicazione in vitro di questa 
specie è stata sperimentata sia con metodologie classiche quali il confronto di  differenti 
mezzi di propagazione e l‟influenza della composizione ormonale utilizzata (es. Brutti et 
al., 2000; Tavazza et al., 2004), sia con applicazioni innovative quali l‟uso di micorrizze 
(Morone Fortunato et al., 2003; Morone Fortunato et al., 2005; Castiglione et al., 2007; 
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Cavallaro et al., 2007) oppure la modificazione del microambiente determinato dal tasso di 
ventilazione del contenitore (Pacifici et al., 2007). L‟applicazione della propagazione in 
vitro per l‟ottenimento di piante risanate invece ha previsto studi interdisciplinari come 
quelli svolti da Babes et al. (2004) o Pasquini et al. (2004), dove la tecnica della 
propagazione in vitro associata al risanamento è stata supportata da studi di biologia 
molecolare volti alla rilevazione di virus nei tessuti trattati.  
La coltura in vitro di meristemi è un potente mezzo per il risanamento delle piante dai 
virus, in quanto il meristema apicale utilizzato per iniziare la coltura (0,2-0,8 mm) è un 
tessuto composto da poche centinaia di cellule in veloce moltiplicazione e non ancora 
infette dai virus (Bianco, 1990). Si tratta quindi di ricostruire una pianta intera a partire da 
qualche centinaio di cellule del meristema apicale. L‟assenza di virus in questa parte della 
pianta è dovuta al differente tasso di moltiplicazione cellulare della pianta e quello di 
replicazione virale, quest‟ultimo infatti è inversamente proporzionale al primo. Essendo il 
meristema apicale sede di intensa attività cellulare, si ha assenza in questi tessuti di virus 
(White,1934; Limasset et Cornuet, 1950).  
L‟ultima fase della micropropagazione, ma per questo non meno importante delle altre, per 
la buona riuscita generale di tutto il processo, consiste nell‟ambientamento in serra delle 
piantine di carciofo micro propagate. Il successo di questa operazione dipende strettamente 
dalla qualità del materiale proveniente dalla coltura in vitro in quanto solo le piante ben 
sviluppate (3-4 cm in altezza) e con un apparato radicale adeguato (3-4 radici) hanno 
buona probabilità di sopravvivenza in serra. 
La prima applicazione vivaistica delle colture in vitro risale ai primi anni ‟80 con l‟impiego 
di piante micro propagate di alcune selezioni di carciofo Romanesco da parte di due ditte, 
la Sais e la VitroPlant. La coltura in vitro ha avuto inizio con la moltiplicazione massiva 
del carduccio n.3 (da qui il nome C3) prelevato in una carciofaia tradizionale da una pianta 
madre selezionata per la notevole precocità di produzione. Questo ha consentito di avviare 
l‟applicazione su scala industriale della moltiplicazione in vitro del carciofo, aprendo la 
prospettiva concreta per un suo inserimento nella realtà agricola. 
Attualmente l‟impiego di piante micropropagate è diventato una realtà soprattutto per la 
moltiplicazione di genotipi di carciofo primaverili, offrendo la possibilità di clonare piante 
selezionate per alcuni caratteri quali la precocità. Prova ne è la realizzazione appunto di 
cloni di carciofo Romanesco quali il C3, attualmente il più diffuso e coltivato, ma anche di 
altri di nuova costituzione come Terom, il Tema 2000, l‟Apollo, l‟Exploter, il Grato 1 e il 
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Grato 2. Con le piante micropropagate di carciofo è possibile oggi avere una carciofaia 
produttiva già dal primo anno dopo il trasferimento delle piantine in campo. I carciofi di 
tipo primaverile quali Terom, Apollo ed Exploter, micro propagati per diversi anni, 
risultano fenotipicamente stabili anche dopo centinaia di subcolture. Viceversa, il clone 
C3, selezionato per la precocità di produzione, essendo molto sensibile agli stress 
ambientali e agronomici, è talvolta soggetto a variazioni fenotipiche. 
Più complesse si sono rivelate le problematiche relative alla micropropagazione di genotipi 
rifiorenti di carciofo, coltivati prevalentemente nel Sud Italia e nelle isole, sia 
relativamente all‟instabilità genetica delle piante micro propagate. Queste infatti, trasferite 
in campo, perdono spesso l‟habitus morfofisiologico tipico dei genotipi rifiorenti come il 
Violetto di Provenza, il Brindisino e lo Spinoso Sardo. Da qui la necessità di sviluppare 
adeguate metodologie di moltiplicazione (già sviluppate per alcuni cloni del germoplasma 
rifiorente) per la produzione di materiale di propagazione qualificato. Per queste tipologie, 
l‟orientamento attuale è quello di utilizzare la coltura in vitro per la produzione di piante 
madri virus esenti da utilizzare poi per la propagazione con tecniche di moltiplicazione in 
vivo.  
 
 
1.6 LA COLTIVAZIONE DEL CARCIOFO 
In generale, l‟impianto della carciofaia, che venga effettuato mediante ovoli, carducci, 
piantine micro propagate o da seme, deve essere strutturato mantenendo la distanza tra le 
file in funzione dei mezzi disponibili per le operazioni colturali. Le distanze sono 
generalmente 100 x 100 cm, (primo valore tra le file, secondo sulla fila), 120 x 100, 120 x 
80, 140 x 80 cm, ecc., con un numero di piante che si aggira intorno a 10.000/ha. 
Spesso però, a causa delle immancabili fallanze, tale numero difficilmente si realizza. 
Attualmente sono in produzione carciofaie impiantate con distanze tra le file di circa 180 
cm, mentre sulla fila le piante sono disposte a 60-80 cm. Ciò consente il più facile e rapido 
passaggio dei mezzi meccanici ed una riduzione del numero di carducci prodotti per pianta. 
Sembra, però, che si incontrino difficoltà nella lavorazione del terreno sulla fila, in quanto 
si viene a formare «un siepone» e che la carciofaia dopo il 3-4° anno produca un po‟ meno 
di quella impiantata con le distanze tradizionali (Bianco, 2000). 
La densità  di piante influenza fortemente la produzione, rispetto alla distanze tradizionali 
di 120 x 120 cm, diminuendo la distanza tra le file o sulla fila la produzione aumenta, tanto 
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che a 60 x 60 cm risulta più che raddoppiata quella per il mercato fresco e quasi triplicata 
quella dei carciofini da destinare alla conservazione sott‟olio. 
Il numero dei capolini/pianta diminuisce con l‟aumentare della densità di piante, ma il 
maggior numero per unità di superficie riesce a compensare abbondantemente la minore 
produzione per pianta. Il peso dei capolini non diminuisce in maniera tale da ridurre il 
valore commerciale degli stessi. Naturalmente uno dei fattori limitanti l‟attuazione pratica 
delle densità più elevate è costituito dalle ovvie maggiori spese di impianto (che potrebbe 
essere superato con l‟impiego degli acheni) e dalle maggiori difficoltà connesse 
all‟esecuzione delle operazioni colturali (Calabrese, 2004). 
In appezzamenti in cui da numerosi anni veniva praticata la monocoltura di carciofo è stata 
effettuata una prova di sterilizzazione del terreno con bromuro di metile (pratica già attuata 
in pieno campo da alcuni agricoltori n Spagna) prima dell‟impianto della carciofaia 
mediante ovoli. I risultati hanno messo in luce che con il trattamento è stata osservata una 
più elevata percentuale di attecchimento aventi maggiore precocità e migliore qualità dei 
capolini ed in oltre la spesa per il trattamento sembra venga ammortizzata sin dal primo 
anno di coltivazione. Oggi non si possono più eseguire questi trattamenti e quindi l‟unico 
rimedio economicamente conveniente  è l‟avvicendamento. 
Il ciclo economico della carciofaia varia da un minimo di 1-2 anni nelle colture forzate del 
sud ad una media di 6-8 anni nelle carciofaie a produzione primaverile del Centro-Nord. Al 
Sud si preferisce il ciclo breve in quanto si effettuano produzioni precoci; con la carciofaia 
poliennale il risveglio anticipato è più difficoltoso e diventano frequenti i casi di 
degenerazione. Al Centro-Nord la carciofaia impiantata con carducci raggiunge la prima 
produzione solo al secondo anno di coltura quindi conviene sfruttarla il più a lungo 
possibile, nonostante gli onerosi interventi colturali, anche in considerazioni delle maggiori 
difficoltà d‟impianto. 
Per rendere efficiente l‟impianto si devono effettuare nel tempo alcune pratiche volte al 
mantenimento dello stesso e a migliorarne la produzione. 
Una di queste è appunto la scarducciatura, che consiste nella eliminazione dei carducci 
superflui ed è una operazione che viene eseguita a mano. Risulta abbastanza onerosa in 
quanto assorbe circa il 30% delle spese di manodopera. La scarducciatura comporta quasi 
sempre una riduzione del numero di capolini/pianta, causata verosimilmente dai danni 
provocati alla parte ipogea, ma favorisce per contro la precocità di raccolta. Un altro tipo di 
intervento è la dicioccatura ossia l‟eliminazione  degli steli che hanno portato i capolini. 
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Nel bacino mediterraneo ha luogo in giugno quando le piante sono completamente secche. 
L‟operazione generalmente viene eseguita con l‟ausilio della zappa; si impiegano, 
compresa l‟operazione di accumulo e bruciatura, circa 100 ore lavorative per ettaro, è 
perciò molto onerosa. Sembra che procrastinare l‟operazione a quando gli steli sono 
completamente secchi sia utile perché favorisce l‟aumento del numero di capolini per 
pianta (Bianco, 1990). 
Infine sempre per favorire la produzione, possono essere eseguiti anche trattamenti con 
fitoregolatori. Sul carciofo sono stati studiati principalmente gli effetti dell‟acido 
gibberellico, delle auxine e della daminozide. L‟acido gibberellico (GA3), oggigiorno viene 
comunemente impiegato da molti carcioficoltori, soprattutto nelle isole e nell‟Italia 
meridionale. Il periodo più favorevole per la somministrazione in cultivar a produzione 
autunnale sembra essere la fase di transizione da vegetativa a riproduttiva dell‟apice 
caulinare che, per le cultivar di tipo Catanese, si verifica 30-40 giorni prima della raccolta. 
Per le cultivar del tipo Romanesco sembra che sia più opportuno intervenire quando l‟apice 
è ancora nello stadio vegetativo perché la differenziazione avviene con circa un mese di 
anticipo; tra la fase vegetativa e la raccolta dei capolini commerciabili trascorrono tre mesi, 
invece dal momento che l‟apice è differenziato alla raccolta, circa due mesi. i trattamenti 
tardivi eseguiti su apici già differenziati inducono solo un allungamento dello stelo 
(facilitazione della raccolta con riduzione dei costi) che per alcuni mercati interni 
costituisce un carattere favorevole poiché consente di realizzare prezzi più elevati dei 
capolini. I risultati sono variabili, principalmente in dipendenza della cultivar, dell‟età 
dello stadio in cui si trova la pianta al momento dell‟applicazione del fitoregolatore. Con la 
somministrazione di GA3 i tessuti della pianta sono più acquosi e perciò più sensibili al 
freddo e al vento, ad attacchi di funghi parassitari e, in caso a temperature elevate, anche 
all‟atrofia. Per evitare possibili insuccessi sembra utile accompagnare il trattamento di GA3 
con idonee concimazioni fogliari, mantenere il terreno libero da malerbe, con sufficiente 
grado di umidità e infine controllare che le piante non vengano attaccate da malattie.  
I prodotti auxinici invece, sono stati impiegati con successo per favorire la radicazione 
degli ovoli, dei carducci e delle colture in vitro. 
Infine la daminozide, in numerose ricerche, quando è stata applicata durante lo stadio di 
differenziazione dell‟apice caulinare, è risultata capace di ridurre drasticamente il numero 
di capolini atrofici, ma attualmente tale sostanza non è registrata per il carciofo, per cui 
non può essere impiegata (Bianco, 1990). 
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Esigenze climatiche, idriche e nutritive 
Il carciofo è una pianta adattata al clima mediterraneo con una fase di riposo nel periodo 
estivo in corrispondenza di alte temperature e scarse disponibilità idriche. Le condizioni 
più favorevoli per la crescita si hanno in autunno, alla ripresa della fase vegetativa, ed in 
primavera. La temperatura ottimale di crescita è compresa tra i 14 e 18 °C (media mensile);  
temperature inferiori a 10 °C sono critiche per la produzione, temperature elevate (25-30 
°C) riducono la pigmentazione violetta dei capolini (Dellacecca et al., 1976). 
Il carciofo è soggetto a danni da freddo, a 0 °C si osserva il distacco della cuticola sulle 
brattee dei capolini, a -4 °C si hanno danni permanenti alla parte aerea, a -7 °C si ha il 
congelamento  di tutta la pianta, a -10 °C si ha la morte del rizoma. 
Sulla base dei dati di Basnizki (1981) il carciofo è una pianta a giorno lungo con periodo 
critico di 10,5 ore; la differenziazione fiorale avviene sotto l‟azione contemporanea delle 
basse temperature  e del fotoperiodo, dopo che la pianta ha sviluppato 5-8 foglie. Nelle 
cultivar rifiorenti tuttavia il processo di induzione a fiore risulta meno dipendente dalle 
condizioni termofotoperiodiche; ciò è anche confermato dalla capacità delle piante di 
differenziare gemme a fiore dall‟autunno alla primavera. 
La malformazione dei capolini detta “atrofia del capolino”, che si presenta nelle colture 
forzate di “Catanese” e “Spinoso sardo” , soggette a risveglio troppo precoce, sarebbe 
determinata da temperature troppo elevate (> 25 °C) durante la fase di transizione 
dell‟apice caulinare da vegetativo a riproduttivo, che avviene circa 60 giorni dopo l‟inizio 
del risveglio; l‟elevato ritmo di crescita della pianta determinato dalle alte temperature non 
farebbe arrivare all‟apice in differenziazione alcuni elementi nutritivi (Ca e B) 
indispensabili in questa fase (Graifenberg et al., 2006). 
Per quanto riguarda il terreno il carciofo si adatta a tutti i tipi di terreno anche se preferisce 
quelli di medio impasto, con buon drenaggio; il pH ottimale è compreso tra 6 e 8; i ristagni 
d‟acqua determinano l‟asfissia radicale con ingiallimento della parte aerea.  
Le scarse disponibilità idriche e le alte temperature sono i fattori che determinano il riposo 
estivo del carciofo; in autunno in corrispondenza delle prime piogge, la pianta inizia la 
nuova vegetazione ed in rapporto con il ritmo di accrescimento aumentano anche i 
fabbisogni idrici. L‟irrigazione si rende necessaria nelle colture precoci effettuate al Sud e 
nelle isole, per ottenere il risveglio anticipato delle carciofaie del Centro-Nord , per 
favorire l‟attecchimento dei carducci in autunno o per anticipare la crescita, allo scopo di 
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ottenere una produzione più precoce; in primavera si ricorre all‟irrigazione solo in caso di 
condizioni pluviometriche insufficienti (Calabrese et al., 2004). 
Nella coltura intensiva l‟acqua è indispensabile per la raccolta del prodotto in autunno. Le 
adacquate iniziano in luglio e proseguono fino ai primi di ottobre, ma in alcuni anni anche 
in novembre. La prima adacquata richiede un volume di adacquamento intorno a 600-1000 
m
3
/ha in dipendenza dello spessore e delle tessitura del terreno. Le successive è opportuno 
si mantengano su 250-500 m
3
/ha con turni medi dai 10 ai 20-30 giorni; il volume 
“stagionale”, comprese le adacquate del periodo primaverile, si aggira sui 4-5000 m3/ha.  
L‟evapotraspirazione effettiva in estate, con apparato radicale ridotto, è di 3-4 mm/d, 
mentre in autunno, con piante al massimo dell‟accrescimento, risulta di 1,5-2,0 mm/d. 
Il metodo irriguo maggiormente impiegato è quello per aspersione, sia con impianti mobili 
che fissi. 
Ultimamente si vanno diffondendo sempre più metodi a bassa pressione localizzati «a 
goccia», oltre quelli con le ali gocciolanti poste sopra la coltura e sostenute da apposite 
intelaiature realizzate con pali di legno e filo di ferro zincato. Esperimenti pluriennali di 
irrigazione nebulizzazione con funzione climatizzante sono stati eseguiti nell‟Italia 
meridionale ed hanno permesso di limitare notevolmente la comparsa di capolini atrofici. 
Gli interventi irrigui dovrebbero essere effettuati quando l‟umidità del terreno a 35-40 cm 
di profondità giunge intorno al 30% dell‟acqua disponibile con l‟impiego di volumi di 
adacquamento idonei  a portare l‟umidità del terreno a livello prossimo alla saturazione 
capillare. 
In alcune zone litoranee della Puglia si è costretti ad impiegare acque salmastre che, verso 
la fine della stagione irrigua, raggiungono livelli elevati di salinità, con conseguente 
notevole accumulo di sali nel terreno, che comporta il peggioramento della struttura, 
specialmente nelle annate siccitose ed in presenza di sottosuolo poco permeabile. 
L‟impiego delle acque salmastre, pur essendo il carciofo abbastanza resistente alla salinità, 
comporta quasi sempre la riduzione del numero di capolini/pianta, inoltre, se durante le 
adacquate le temperature sono abbastanza elevate e bassa l‟umidità relativa, si manifesta 
con maggiore intensità il fenomeno dei capolini atrofici. Le carciofaie irrigate con acque 
salmastre presentano però una maggiore resistenza al freddo (Cantore et al., 2006). 
Prove di irrigazione in Puglia su colture precoci sottoposte a forzatura indicano che i 
migliori risultati di precocità e produzione si ottengono con interventi al limite di 0,5-1 atm 
di tensione e 35 cm di profondità (25-30% di acqua disponibile nel terreno), con volumi 
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specifici stagionali di adacquamento di circa 4000 m
3
/ha in annate siccitose; i volumi 
specifici di adacquamento risulterebbero di 300-350 m
3
/ha da elevare a 400-600 m
3
/ha nel 
caso di acque salmastre (Calabrese, 2004). 
Per quanto riguarda le esigenze nutritive del carciofo ad esempio la  cultivar “Catanese” 
con una densità colturale di 7000 piante per ha ed un ciclo di 220 giorni dal risveglio in 
settembre, ha prodotto 1100 q/ha di massa verde (130 q/ha di s. secca) con una media di 15 
capolini a pianta; le asportazioni dei principali elementi hanno raggiunto i seguenti valori: 
286 kg/ha di azoto (N), 44 kg/ha di anidride fosforica (P2O5) e 368 kg/ha di ossido di 
potassio (k2O) con un rapporto di 1:0, 15: 1,29. 
Elevate anche delle asportazioni di calcio (Ca) e sodio (Na) risultate di 178 e 157 kg/ha, a 
dimostrare il notevole adattamento del carciofo agli ambienti calcarei e salmastri. 
Nel caso delle varietà a produzione primaverile coltivate in Toscana, invece con una 
densità di 7140 piante ad ha e un ciclo da ottobre a maggio, la carciofaia ha prodotto 678 
q/ha di massa verde (66 q/ha di S.S) con una media di 14 capolini a pianta, le asportazioni 
sono state inferiori rispetto alla cultivar  “Catanese”, con 140 kg/ha di azoto (N), 39 kg/ha 
di anidride fosforica (P2O5), 130 kg/ha di potassio (K2O) ed un rapporto di 1: 0,28: 1,31.  
Anche in questo caso però molto elevate sono risultate le asportazioni di calcio (Ca), 144 
kg/ha (Graifenberg et al., 2004). 
Gli interventi fertilizzanti debbono essere frazionati con distribuzioni al risveglio 
autunnale, alla rincalzatura dopo la scarducciatura ed in inverno prima dell‟inizio della 
produzione o durante la produzione al Sud. 
Nell‟Italia centrale in coltura a produzione primaverile, al risveglio autunnale si interviene 
con letame quando è disponibile (400 q/ha), calciocianammide e concimi complessi a 
prevalente titolo in fosforo e potassio,  per complessivi 100-150 kg/ha di N, 150-200 kg/ha 
di P2O5 e 150 kg/ha di K2O. In inverno si interviene in dicembre-gennaio distribuendo 150-
200 kg/ha di azoto ureico. Nell‟Italia meridionale, a causa del più lungo ciclo produttivo e 
delle maggiori asportazioni si interviene con dosi maggiori, opportunamente frazionate 
fino a raggiungere 500 kg/ha di azoto (Rosati et al., 2004). 
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1.7 PROBLEMI FITOSANITARI 
Attualmente, in Italia, ma anche in altri Paesi del bacino del Mediterraneo, l‟evoluzione 
della coltivazione del carciofo è bloccata da cause principalmente di ordine fitosanitario. 
Uno stato di salute della coltura carente, riduce il tasso di moltiplicazione e la qualità. Su 
piante di carciofo “portatrici sane”, possiamo constatare la manifestazione di sintomi 
degenerativi, non appena le condizioni climatiche e colturali creano un disquilibrio 
fisiologico (Migliori et al., 1984; Ghorbel et al., 1987). 
Il carciofo essendo una pianta erbacea e vigorosa, rappresenta un ambiente sostanzioso per 
insetti e funghi patogeni. Attacchi di afidi, lepidotteri, fusariosi, verticillosi, e oidio, 
possono causare la perdita di un gran numero di piante (Ancora, 1986). Senza dimenticare 
poi le malattie virali a causare gravi danni sia in quantità che in qualità.   
Parassiti animali 
Il carciofo è attaccato in Italia da un centinaio di specie di parassiti animali appartenenti a 
Nematodi, Gasteropodi, Insetti e Roditori. 
Sulla coltura è però presente un notevole complesso di nemici naturali che contribuiscono 
a limitare i danni dei fitofagi. L‟importanza dei singoli fitofagi dipende dall‟area di 
coltivazione del carciofo e dalle tecniche colturali adottate. L‟anticipazione degli impianti, 
con messa a dimora degli ovoli a fine giugno e raccolta dei capolini a partire da fine 
ottobre, espone infatti la carciofaia agli attacchi più intensi di alcuni fitofagi (afidi, nottue) 
rispetto alle colture tradizionali con raccolta più tardiva (Pollini et al., 2000).  
Gli insetti più dannosi, che richiedono abitualmente interventi fitoiatrici, sono gli afidi e 
alcuni lepidotteri come la nottua del carciofo e la depressaria dei capolini, ma sulle colture 
anticipate possono risultare importanti gli attacchi di Nottuidi polifagi. L‟afide più comune 
e donnoso per i carciofi è l‟ afide verde-nerastro del carciofo (Brachycaddus cardui). La 
Depressaria dei capolini (Depressaria erinaceella) e la Nottua del carciofo (Gortyna 
xantenes), sono invece i lepidotteri più pericolosi. 
Malattie crittogamiche 
Le malattie crittogamiche del carciofo sono state oggetto un‟ampia ed esauriente relazione 
in occasione del 1° Congresso Internazionale di studi sul Carciofo, a Bari nel 1967.(A. 
Ciccarone, 1967). Nonostante da allora siano trascorsi ben oltre quarant‟anni si può 
senz‟altro affermare che nel frattempo la ricerca in questo settore non ha fatto registrare 
sostanziali progressi, se non per quanto riguarda la lotta contro alcune delle principali 
fitopatie della composita. 
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L‟oidio o mal bianco o nebbia (Leveillula taurica f.sp. cynareae forma conidica 
Ovulariopsis cynarae) è comunissimo in tutti i Paesi carcioficoli del bacino del 
Mediterraneo ove può causare danni ingenti. In Italia la malattia appare particolarmente 
grave nelle colture primaticce, che sono oggigiorno le più diffuse per l‟alto reddito 
ricavabile dalla raccolta precoce dei capolini.  
Si riscontra nelle carciofaie, sia annuali sia poliennali, sulle foglie adulte. Le foglie colpite 
mostrano sulla pagina inferiore chiazze di forma indefinita, ricoperte da efflorescenza 
biancastra, che col tempo si necrotizzano. Il Marciume dei capolini (Botrytis cinerea) era 
concordemente ritenuto, sia in Italia sia in diversi altri Paesi carcioficoli, di scarsa 
importanza in pieno campo ma assai temibile dopo il raccolto. In quest‟ultimo decennio, 
però, esso è andato estendendosi nelle carciofaie in forma sempre più grave fino ad 
assumere oggigiorno proporzioni allarmanti. I sintomi della malattia consistono in 
marciume e imbrunimento dei capolini che, in seguito, si ricoprono di una muffa 
grigiobunastra. 
Ma quelli che oggigiorno costituiscono il problema fitopatologico più rilevante per le 
colture primaticce sono i marciumi del colletto (Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii 
e Rhizoctonia solani). Possono manifestarsi in forma grave già nelle colture di primo anno 
soprattutto quando il carciofo succede a se stesso o ad altre specie (per es. la barbabietola 
da zucchero) sensibili ai predetti agenti di marciume. Ovviamente la loro incidenza 
aumenta di anno in anno nelle colture poliennali, sino a indurre una perdita notevole di 
piante che talvolta può raggiungere punte dell‟80%. 
Importanti malattie terricole del carciofo sono poi la Tracheo verticilliosi (Verticillum 
dahliae, V. alboatrum) e il marciume radicale batterico (Erwinia carotovora subsp. 
carotovora). 
La lotta contro l‟oidio è legata, ancora oggi, all‟impiego di prodotti endoterapici, 
disponibili in una vasta gamma e di efficacia notevole. I trattamenti devono essere iniziati 
alla comparsa delle prime macchie di oidio e proseguiti a seconda dell‟andamento 
climatico e dello stadio vegetativo della pianta. È consigliabile non limitarsi all‟impiego di 
un solo prodotto, ma orientarsi verso una rotazione di principi attivi diversi, al fine di 
evitare la comparsa di quei fenomeni di resistenza che si possono verificare con i fungicidi 
sistemici. 
La lotta invece contro i marciumi del colletto è quanto mai problematica stante l‟elevata 
polifagia dei patogeni è la capacità dei loro sclerozi di conservarsi a lungo vitali nel 
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terreno. Grande importanza, comunque in generale, hanno l‟applicazione di pratiche e 
accorgimenti colturali come evitare di forzare troppo la coltura con concimazioni 
eccessive, rincalzature anticipate e irrigazioni frequenti. La prevenzione, basata 
sull‟impianto della carciofaia su terreni esenti dal patogeno utilizzando materiale di 
propagazione di accertata sanità, rappresenta attualmente la più sicura indicazione per la 
lotta contro la tracheoverticillosi del carciofo. 
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2. VIROSI DEL CARCIOFO 
 
2.1 INTRODUZIONE 
In una recente rassegna curata da Martelli e Gallitelli, sono state elencate 24 specie virali 
isolate da carciofo, appartenenti a dieci generi e una alla famiglia Rhabdoviridae. Gran 
parte di esse è stata rinvenuta in Europa o in Paesi che si affacciano sul bacino del 
Mediterraneo, mentre una minoranza di reperti ha riguardato il Brasile (Artichoke latent 
virus, Tobacco streak virus, Artichoke latent S virus, Tomato infectious chlorosis virus, 
Tomato spotted wilt virus), gli USA (California) (Artichoke curly dwarf virus, Arspotted 
wilt virus), l‟Argentina e l‟Australia (Tomato spotted wilt virus). Solo in alcuni casi si tratta 
di virus che infettano in modo specifico il carciofo, mentre la maggioranza è patogena di 
un numero più o meno elevato di specie, coltivate e spontanee. Caratteristica comune a più 
agenti infettivi è, invece, la frequente risposta asintomatica delle infezioni o, nei casi in cui 
è visibile una risposta sintomatologica, questa è spesso condizionata dalla presenza di più 
virus nella medesima pianta,da fattori ambientali, dalle tecniche colturali e dalla varietà di 
carciofo.  
L‟impiego di propagazione agamica per ovoli o carducci, pur apparendo economicamente 
vantaggioso, presenta notevoli svantaggi di ordine fitosanitario (patogeni sistemici) e di 
uniformità della coltura. Infatti se il materiale di propagazione per l‟impianto di una nuova 
carciofaia viene prelevato da piante madri infette, anche nel nuovo impianto si osserverà la 
stessa problematica fitosanitaria. Tutto ciò è anche aggravato dal fatto che alcuni dei virus 
più dannosi sono trasmessi da vettori animali, come afidi, tripidi e nematodi, che 
incrementano la diffusione in campo di queste malattie. Infatti, sebbene il carciofo sia 
un‟orticola caratterizzata da notevole rusticità, come suggerito sia da evidenti aspetti 
fenotipici quali la tomentosità e la spinescenza degli organi epigei, che dall‟elevato 
contenuto endogeno di sostanze amare insettorepellenti e di composti polifenolici, alcuni 
insetti e nematodi sono tuttavia pericolosi per questa coltura poiché potenziali vettori di 
virosi. Fra i virus più dannosi per la cinaricoltura italiana ricordiamo l‟Artichoke latent 
virus (ALV), che provoca riduzione del numero e pezzatura dei capolini (Camele et al., 
1999); l‟Artichoke italian latent virus (AILV), che causa nanismo e consistente riduzione 
della produzione dei capolini (Brown et al., 1997); l’Artichoke mottled crinkle virus 
(AMCV), che provoca malformazioni dei capolini, maculature clorotiche e caratteristico 
arricciamento dei lembi fogliari causato da un ridotto sviluppo delle nervature (Barba, 
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2001), l’Artichoke latent virus M (ArLVM), trovato in piante di carciofo asintomatiche 
delle varietà “Terom” e “Romanesco” propagate in vitro (Rana et al., 1989). La frequente 
asintomaticità o latenza di alcuni virus, rendono ancora più difficoltosa la loro 
identificazione diretta (Barba, 2001; Rana et al., 2004), inoltre i virus asintomatici sono i 
più pericolosi, in quanto la pianta, pur non essendo sana, presenta sintomi che possono 
essere visibili solamente in alcuni momenti del ciclo produttivo, come ad esempio il virus 
ALV che si manifesta sul capolino, parte edule e commercializzata, causandone il 
deprezzamento. Per questi motivi la coltivazione del carciofo è soggetta a gravi alterazioni 
che hanno portato ad un suo progressivo peggioramento fisiologico e sanitario causando 
notevoli cali di produzione e di superfici coltivate. 
Di seguito sono esaminate in dettaglio solo le virosi oggetto della parte sperimentale. 
 
2.2 PRINCIPALI VIROSI PRESENTI IN ITALIA 
Artichoke latent virus (ArLV) 
Tra i virus che infettano in modo specifico il carciofo, ArLV è di gran lunga il più diffuso 
in tutte le  aree di coltivazione della specie (Costa et al., 1959; Migliori et al., 1987; Rana 
et al., 1992) ma non sono descritti sintomi chiaramente associabili al patogeno, anche 
perché sono frequenti le infezioni miste che possono aggravare o mascherare le eventuali 
alterazioni direttamente imputabili al solo ArLV. ArLV è una specie del genere Potyvirus, 
famiglia Potyviridae, che con il materiale di propagazione vegetale, è trasmessa per stiletto 
da afidi delle specie Myzus persicae, Brachycaudus cardui e Aphis fabae (Rana et al., 
1982; Ortega et al., 2000; Pasquini e Barba, 2003). La trasmissione per stiletto è un 
fenomeno, molto specifico, mediato da proteina, definita componente helper e propria dei 
Potyvirus. Il prolungarsi del periodo di saggio, causa la riduzione dell‟efficienza di 
trasmissione perché le particelle virali adsorbite sono facilmente rimosse, cosi che il 
periodo di infettività dei vettori è dell‟ordine di una o due ore. Tuttavia l‟infettività è 
perduta più rapidamente se i vettori effettuano ulteriori punture di saggio, mentre persiste 
anche fino a 24 ore se essi non hanno la possibilità di accedere alle piante. Così , i 
principali responsabili della diffusione dei virus trasmessi in modo non persistente non 
sono gli afidi che colonizzano la coltura ma, quelli che la visitano occasionalmente. 
La trasmissione di ArLV è molto efficiente, tanto che, per il carciofo, sono state stimate 
percentuali di reinfezione del 75% nell‟arco di un solo anno. Il virus è stato trovato nei 
tegumenti seminali e nei cotiledoni di un 5-10% di semi e, successivamente, sulle prime 
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foglie vere. Il reperto non sorprende perché diversi sono i Potyvirus trasmessi attraverso il 
“seme”. L‟infezione sostenuta dal solo ArLV è latente, così come enuncia lo stesso nome 
della specie. È stato però descritto un generale deperimento delle piante infette, 
accompagnato da significativa riduzione del numero e delle dimensioni dei capolini che, 
spesso, si presentano anche con le brattee parzialmente divaricate. Le perdite di produzione 
possono oscillare tra il 40 e il 50%, anche per effetto di un sensibile ritardo nella 
maturazione delle varietà rifiorenti che ne condiziona l‟adeguato piazzamento sul mercato. 
La diagnosi è possibile anche su piante molto giovani, specie se effettuata con approcci 
basati sulle proprietà degli acidi nucleici, come l‟ibridazione a macchia (dot blot) o la 
reazione a catena della polimerasi (Polymerase chain reaction, PCR) standard o in tempo 
reale. La PCR è una tecnica utile a rilevare, anche in un solo saggio, infezioni miste, ma il 
protocollo di reazione e il disegno dei primer vanno attentamente calibrati perché è 
possibile l‟amplificazione preferenziale dei virus e il mascheramento del segnale generato 
dagli altri. Infine, poiché la distribuzione dei virus nelle piante infette è molto variabile, 
anche l‟epoca di campionamento è importante ai fini dell‟attendibilità dei risultati del 
saggio. È stato accertato che l‟epoca migliore per prelevare i campioni è compresa tra 
settembre e novembre (Repetto et al., 1997). 
 
Artichoke Italian virus (AILV) 
In Puglia, le infezioni di AILV, un tempo sporadiche, sono ora molto frequenti. Nel corso 
di un recente monitoraggio effettuato in provincia di Brindisi su varietà rifiorenti, non sono 
state trovate piante in cui non fosse presente AILV e, frequentemente, in infezione mista 
con ArLV. Il virus è stato anche trovato nel Lazio e in Campania, su varietà tardive, per cui 
i saggi per il rilevamento di questo virus dovrebbe ormai entrare fra quelli effettuati, di 
routine, su carciofo. Il virus è una specie del sottogruppo B del genere Nepovirus, famiglia 
Comoviridae, trasmesso dai nematodi Longidorus apulus e L. fascians (Roca et al., 1975; 
Vovlas e Roca, 1975; Rana e Roca, 1976). I nematodi acquisiscono le particelle virali con 
l‟ingestione del citoplasma di una cellula infetta così che esse restano adsorbite-almeno 
nelle specie del genere Longidorus tra lo stiletto e la sua guaina guida. Con analogo 
meccanismo le particelle virali sono distaccate dai siti di adsorbimento e trascinate nelle 
cellule vegetali con il flusso salivare immesso nelle piante durante le successive fasi di 
alimentazione. Sia le forme larvali sia quelle adulte possono acquisire e trasmettere il virus 
che, però, è  perduto in occasione della muta perché viene eliminato anche lo strato interno 
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della parte anteriore del tubo alimentare, dove sono trattenute le particelle virali. La 
capacità  vettrice  è riacquisita allorquando il nematode si alimenta nuovamente su una 
pianta infetta e, in assenza di muta, permane per circa 2-3 mesi. Tuttavia, per la velocità 
con la quale si diffondono le infezioni virali veicolate da nematodi non si ritiene  che 
l‟incremento della frequenza di reperti sia imputabile a trasmissione naturale. Anche sulla 
base di un monitoraggio effettuato nel terreno di carciofaie interessate da AILV, durante il 
quale non sono stati trovati nematodi delle specie citate, si è spinti a ritenere che le ragioni 
siano da individuare nell‟uso del germoplasma infetto (carducci e ovoli), 
inconsapevolmente selezionato dagli agricoltori e impiegato per la realizzazione di nuovi 
impianti. In effetti, le piante sono sostanzialmente asintomatiche anche se il virus è molto 
aggressivo su altre composite come, per esempio, su cicoria, dove non è infrequente la 
presenza di accentuate alterazioni cromatiche (Vovlas et al., 1971), (Figura 2.1). In alcuni 
casi, la comparsa di giallumi leggeri e la perdita di simmetria delle foglie, che possono 
presentare anche margini frastagliati sono state imputate all‟infezione di AILV. Come 
ArLV, anche AILV è stato identificato nei tegumenti seminali e nei cotiledoni di un 5-10% 
di casi, e anche questo dato non sorprende perché la trasmissibilità attraverso il “seme” 
rientra tra le caratteristiche peculiari dei Nepovirus. 
 
Figura 2.1. Foglia di cicoria che presenta sintomi di infezione da AILV. 
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Figura 2.2. Filari di particelle virali di AILV all‟interno del vacuolo di cetriolo infetto. 
 
Artichoke mottled crinckle virus (AMCV) 
A differenza di quelle dei virus trattati in precedenza, le infezioni di AMCV sono letali per 
il carciofo che sviluppa una malattia a cui è stato dato il nome di arricciamento maculato.  
È  il primo virus completamente caratterizzato su carciofo (Quacquarelli e Martelli, 1966; 
Martelli et al., 1981). Sembra essere endemico nell‟area mediterranea, dove fu rinvenuto su 
piante sintomatiche in Italia meridionale (Martelli, 1965), Morocco (Fischer e Lockhart, 
1974), Malta (Martelli et al., 1976), e Tunisia (Rana e Cherif, 1981) e anche su piante 
asintomatiche di diverse aree orticole del Sud d‟Italia e della Grecia (Rana e 
Kyriakopoulou, 1982). Le piante evidenziano accentuata riduzione della taglia, forti 
deformazioni, foglie a frattura vitrea ed estesi giallumi che, spesso, interessano l‟intera 
pianta (Figure 2.3 a, b). A inizio primavera, le piante infette tendono a ricacciare, ma i 
nuovi getti sono esili, malformati e interessati da giallume. I capolini sono prodotti in 
numero esiguo e, spesso, sono caratteristicamente ripiegati da un lato. AMCV è una specie 
del genere Tombusviridae ed è strettamente legato sierologicamente al Petunia asteroid 
mosaic virus (PAMV). I due virus tuttavia occupano nicchie ecologiche diverse (ospiti 
naturali e ambiente), fatto che giustifica la loro distinzione in specie a sé stanti. Gli isolati 
italiani, marocchini, tunisini e maltesi sono sierologicamente uniformi, mentre una variante 
sierologica è stata identificata in Grecia (Rana and Kyriakopoulou, 1982). AMCV si 
trasmette attraverso il terreno, che raggiunge con i tessuti infetti e nel quale resta attivo per 
diversi anni. L‟endemismo della malattia è da collegare con le modalità di trasmissione e, 
soprattutto, con il fatto che, quando non uccide la pianta, l‟infezione provoca sintomi tanto 
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gravi da dissuadere gli agricoltori dall‟utilizzarne il materiale per l‟impianto della nuova 
coltura. La diagnosi, oltre che su base sintomatologica può essere effettuata con reagenti di 
tipo sierologico o mediante ibridazioni con acido nucleico. I reagenti sierologici vanno 
impiegati con cautela a causa della possibilità di ottenere risultati positivi con altre specie 
virali dello stesso genere con le quali AMCV è imparentato. 
 
 
Figura 2.3.(a)  Giallumi, laciniature fogliari e distorsione del capolino in carciofo infetto 
da AMCV, (b) distorsione dl capolini in pianta infetta da AMCV.   
 
 
Cucumber mosaic virus (CMV) 
Questo virus è stato scoperto da Lisa (1971) nel Nord Italia su cardo selvatico, e 
successivamente anche su piantine di cardo, trasmesso da Myzus persicae.  È trasmesso da 
circa 80 specie di afidi in modo non persistente ed è un virus ubiquitario  e polifago la cui 
gamma di ospiti naturali si estende a oltre 1000 specie in circa 70 famiglie botaniche. 
Ceppi di CMV appartenenti al II° sottogruppo sono stati isolati in Francia (Migliori et al., 
1984) e in Italia meridionale (Paradies et al., 2000) in infezione mista sia col Potyvirus 
latente del carciofo (ArLV) che col Tomato spotted wilt virus (TSWV) in piante in cui la 
sintomatologia di TSWV era, ovviamente, prevalente. 
 
 
a
b
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2.3 DIAGNOSI DELLE VIROSI 
Infezioni miste sono comuni in carciofo, così che una diagnosi basata sui sintomi è quasi 
impossibile. 
La maggior parte delle piante, anche quando sono infettate da singoli virus, non mostrano 
sintomi, distinti sia perché i sintomi sono latenti sia perché l‟espressione dei sintomi è 
influenzata da fattori come la reazione varietale, le condizioni ambientali, le pratiche 
agronomiche e l‟età della pianta. 
L‟uso di piante indicatrici può essere occasionalmente d‟aiuto, poiché diversi virus che 
condividono come ospite carciofo, spesso procurano sintomi simili. Sebbene l‟uso di un 
esteso range di ospiti può permettere a volte una grossolana identificazione dei virus in 
questione, biotest attendibili, sono eseguiti in laboratorio, con richiesta di tempo, 
manodopera specializzata, e attrezzature.  
Così , l‟uso di piante indicatrici è generalmente ristretto a quei virus per i quali non sono 
disponibili strumenti sierologici o molecolari. Analisi sierologiche sono state eseguite in 
diverse circostanze sia come gel diffusion che come ELISA  (Migliori et al., 1989; Foddai 
et al., 1992). Il test ELISA è molto popolare per i suoi vantaggi con l‟immunodiffusione, 
ma non è esente da inconvenienti. La linfa di carciofo infatti, ossida rapidamente, e ciò fa 
si che spesso si ottengano risultati incerti, specialmente quando la concentrazione 
dell‟antigene è bassa, e così alla lettura del test non si può distinguere i campioni infetti da 
quelli sani. 
Poiché la distribuzione dei virus nella pianta ospite può variare con la stagione, il successo 
di alcune tecniche diagnostiche è strettamente legato alla scelta di un appropriato periodo 
di campionamento. Per ottenere i migliori e più riproducibili risultati il campionamento va 
effettuato tra l‟inizio di settembre e la metà di novembre da foglie giovani da piante di 
almeno un anno di vita. (Repetto et al., 1997). 
La Microscopia elettronica (EM) è stata ampiamente utilizzata per individuare con 
l‟immuno-microscopia elettronica (IEM) i virus che infettano il carciofo e che 
generalmente si presentano  in concentrazioni  sufficientemente  alte nei tessuti come le 
foglioline giovani dell‟ospite (i.e. AMCV, TMV) (Milne e Luisoni, 1977). 
La tecnica della microscopia elettronica immunoadsorbenza (ISEM) (Derrick, 1973) è stata 
successivamente applicata nei campioni con basse quantità di virus. Diagnosi basate sulla 
microscopia elettronica (EM) sono state modificate con tecniche accessorie come in 
particolare la “gold-conjugate antibodies”.  
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Grazie a l‟uso di saggi basati su tecniche di biologia molecolare  a completamento di 
diagnosi preliminari, si possono ottenere rilevamenti attendibili. La possibilità di clonaggio 
degli acidi nucleici dei virus e lo sviluppo di metodi diagnostici non radioattivi ha fatto sì 
che aumentasse anche l‟uso di tecniche basate sull‟ibridazione  su membrana. Su carciofo 
la tecnica “dot blot” rappresenta un adeguato test di rutine, valido anche dal punto di vista 
di una certificazione sanitaria. Nel  protocollo dot blot sviluppato da Gallitelli, Saldarelli, 
1996; Repetto et al., 1997, tessuti di carciofo sono macerati in una soluzione alcalina per 
evitare ossidazioni, gli spot su membrana di nylon carica positivamente sono poi ibridati 
con sequenze probe basate su marcatori immunologici come la digossigenina. 
Dal momento che infezioni miste sono poi molto diffuse in carciofo, occorre utilizzare 
nella medesima soluzione d‟ibridazione sonde specifiche per ogni singolo virus (Saldarelli 
et al., 1996). 
Comunque, sarebbero auspicabili strumenti diagnostici in grado di individuare più 
infezioni in un singolo test. Ad oggi, ha questa potenzialità,la reazione a catena della 
polimerasi (PCR). Grieco e Gallitelli (1999) hanno descritto un metodo per 
l‟amplificazione indipendente di sequenze genomiche di ArLV, AILV e AMCV (tre virus 
appartenenti tutti a un diverso genere tra loro) grazie a sei primers diversi in una RT-PCR 
(trascrittasi inversa e PCR) su campioni di siero di carciofo. Questo ha permesso 
l‟identificazione specifica e simultanea di ogni singolo virus con un solo test. In questo 
protocollo di RT-PCR, i primers antisenso per la sintesi del primo filamento di cDNA 
utilizzano RNA virale come “template”, e ciò rappresenta il più importante fattore per 
ottenere un‟ amplificazione specifica. Inoltre poi, al fine di garantire elevata stringenza, i 
primers sono selezionati all‟interno di regioni del genoma che differiscono tra loro 
notevolmente tra i membri dello stesso taxon. Nonostante la procedura descritta da Grieco 
e Gallitelli (1999) presenti diversi vantaggi, non è completamente superato il problema del 
rilevamento delle infezioni miste. Per esempio il limite di sensibilità è più basso rispetto 
quelli riportati per altri virus, dato che il limite di rilevamento in circa 70 ng di tessuto 
fogliare è di 400 fg per RNA di AMCV  e ArLV e solo 4 pg di RNA di AILV. Questo può 
essere dovuto alla simultanea presenza di primers e RNA templates che competono per lo 
stesso reagente durante la sintesi del cDNA e la successiva amplificazione. Un altro fattore 
critico è la concentrazione dell‟estratto. L‟amplificazione infatti è stata osservata solo 
quando l‟estratto è stato diluito 103 volte prima di essere aggiunto alla reazione. Con 
l‟estratto diluito 102 volte, la reazione non procede.  
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Un‟ altra possibile fonte di problemi è la relativa quantità di virus presente nel tessuto di 
pianta campione. In caso di infezioni miste diverse quantità di ogni virus sono riscontrabili, 
specialmente se i virus appartengono a differenti gruppi tassonomici. Questo potrebbe far 
sì che la reazione di un solo virus mascheri la presenza degli altri. Anche se la PCR ha il 
potenziale per una rilevazione/identificazione sensibile e specifica per i virus di carciofo, il 
rilevamento e la caratterizzazione di ampliconi si ha con analisi finali come ad esempio gel 
elettroforesi, southern blot, e sequencing. 
Recentemente sono state sviluppate nuove tecnologie PCR basate sul trasferimento di 
energia per risonanza fluorescente (FRET) (Nazarenko et al., 1997) tra un fluoro foro e una 
vicina molecola quencher, in combinazione automatizzata con un rilevamento fluorescente 
degli ampliconi. Con questo metodo una doppia sonda ibridizza con l‟amplicone target e il 
decadimento della fluorescenza del fluoro foro è rilevato in “real time” dal fluorimetro 
collegato al termociclatore. TaqMan (Holland et al., 1991; Lee et al., 1993), Molecular 
Beacons (Tyagi and Kramer, 1996) e Scorpion (Whitcombe et al., 1999), sono delle altre 
strategie di real-time PCR. Finetti-Sialer et al. (2000) hanno usato la Scorpion RT-PCR per 
rilevare TSWV in piante di carciofo infette. I prodotti di amplificazione delle dimensioni 
previste erano individuati sia per il misuramento in tempo reale che per una stima visiva 
dell‟emissione di fluorescenza da tubi collocati sopra una sorgente di luce ultravioletta a 
fine reazione. 
Il metodo ha permesso la quantificazione di 7,5 pg di tessuto infetto e si è dimostrato 
sensibile almeno quanto la tecnica dell‟elettroforesi  su gel con l‟etidio bromuro. L‟utilizzo 
di florofori diversi per diversi virus permette individuazioni multiple nello stesso test. 
 
 
2.4 RISANAMENTO DEL CARCIOFO DALLE VIROSI 
Da tempo,  spesso in combinazione, si seguono soprattutto due approcci per ottenere piante 
virus esenti, ovvero la termoterapia e la coltura in vitro di meristemi. Incoraggianti risultati 
sono stati ottenuti con entrambe le tecniche (Marras et al., 1982; Pecaut et al., 1985). 
Certamente la propagazione in vitro non garantisce automaticamente l‟eliminazione dei 
virus; infatti, la probabilità di eliminazione dipende dalle dimensioni del meristema di 
partenza: più questo è piccolo (0,4-0,6 mm), maggiori sono le probabilità di risanamento, 
che comunque, va sempre accertato con opportuni saggi diagnostici ripetuti nel tempo. 
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I migliori risultati sono stati ottenuti con la coltura di meristemi (Peña-Iglesias and Ayuso-
Gonzales,1974; 1982, Harbaoui et al., 1982).  Tuttavia l‟eliminazione dei virus con la 
coltura di meristemi può indurre effetti negativi in fase di fioritura della coltura in vitro. 
Per esempio con le cultivars Brindisino, Violetto di Provenza e Catanese, la coltura di 
meristemi causa la perdita della precocità, un fondamentale requisito per mantenere alto il 
valore di mercato. Le cause di tale fenomeno indesiderato non sono ancora note, ma si 
ipotizza che siano gli elevati livelli di ormoni somministrati durante la coltura in vitro che 
potrebbero verosimilmente interferire con la fisiologia delle piante.  Inoltre è stato 
recentemente dimostrato che la coltura di meristemi  è in grado di eliminare ArLV 
(Pasquini et al., 2003; Papanice et al., 2004) ma non AILV (Papanice et al., 2004). 
Tuttavia, AILV può essere eliminato attraverso l‟esposizione di germogli provenienti da 
piante infette a 38 °C per 60 giorni, e a seguire poi il prelievo del meristema in vitro 
(Papanice et al., 2004). Anche se l‟effetto di questo tipo di trattamento sul mantenimento 
della precocità è ancora in studio in fase di valutazione, termoterapia in vivo, seguita da 
escissione del meristema e coltura di meristemi in vitro, sembra essere una tecnica adatta 
per ottenere riserve virus-free di cultivar a fioritura precoce. 
A seguito dei progressi nella comprensione di come sono disposti ed espressi i geni della 
maggior parte dei virus che infettano le piante, l‟interesse dei ricercatori si è ultimamente 
spostato sugli aspetti dell‟interazione fra virus e ospite, con particolare riferimento ai 
meccanismi attraverso i quali si sviluppano sintomi e malattia. 
Nel caso del carciofo, è stata appunto casuale, come detto, la scoperta che piante infette da 
due virus differenti come Artichoke latent virus (ArLV) e Artichoke Italian latent virus 
(AILV), sottoposte a risanamento mediante coltura in vitro di apici meristematici, 
risultassero risanate da ArLV ma non da AILV. Per risanare le piante anche da AILV si 
doveva fare ricorso a un doppio trattamento consistente nella coltura di apici meristematici 
preceduta o seguita da un trattamento di termoterapia. 
La coltura in vitro di apici meristematici è stata proposta come tecnica utile al risanamento 
del carciofo ma, se buoni risultati sono stati ottenuti da tempo con alcune varietà tardive, 
solo di recente si è potuto affermare altrettanto per quelle rifiorenti, dove solo il ridotto 
numero di subcolture ha permesso di superare il problema della precocità. 
La coltura di apici meristematici prevede l‟utilizzazione di poche decine di cellule 
prelevate dal meristema apicale del germoglio: in pratica, una porzione di tessuto 
compreso tra i 300 e i 500 µm, definita cupola meristematica o, più propriamente, cono 
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vegetativo. Si tratta, cioè, di tessuto costituito de cellule non ancora differenziate rispetto 
alla funzione. La coltura di apici meristematici può portare alla rigenerazione di piante 
risanate, poiché è stato dimostrato che anche i tessuti meristematici possono contenere 
particelle virali, come nel caso delle piante infette da Nepovirus. Il processo attraverso il 
quale il virus è eliminato dalle piante ottenute da tessuti meristematici non è ancora chiaro, 
ma i progressi sullo studio del silenziamento genico postrascrizionale (PTGS) come 
risposta di difesa alle infezioni virali sembrano suggerire che tale meccanismo possa essere 
coinvolto. Il PTGS o il silenziamento dell‟RNA è una scoperta piuttosto recente e, nella 
pianta sana, serve a regolare il richiamo degli RNA che trasportano l‟informazione 
genetica (mRNA) al di fuori del nucleo della cellula, perché possa essere tradotta in 
proteina funzionale o strutturale. Il PTGS è stato anche identificato come sistema attivato 
dalla pianta per difendersi dall‟attacco di patogeni, tra cui i virus. Il segnale che attiva il 
PTGS è la formazione di una molecola di RNA a doppio filamento (dsRNA) che mette in 
moto un enzima denominato DICER che ha il compito di frammentere il dsRNA. 
Ogni frammento è reclutato da un altro complesso enzimatico denominato RISC, che lo 
utilizza per effettuare la scansione degli RNA cellulari. Il frammento complementare a 
quello trasportato dal RISC è specificatamente identificato tra tutti gli RNA cellulari e 
degradato. I fitovirus, che per esigenze della loro moltiplicazione devono passare 
attraverso la formazione di un dsRNA, sono attivatori e bersaglio del PTGS. Per 
contrastare il PTGS, i virus codificano specifiche proteine denominate soppressori del 
silenziamento, che lo neutralizzano attraverso diversi meccanismi. Per questo motivo, i 
virus sarebbero in grado di infettare le piante, pur essendo queste dotate di un sistema di 
difesa così efficiente come il PTGS. 
Per quanto riguarda AILV e ArLV e il loro differente comportamento rispetto al 
risanamento mediante coltura di apici meristematici, va detto che esistono sostanziali 
differenze rispetto alla loro capacità di contrastare il PTGS. ArLV è un Potyvirus e, come 
tale, possiede un potente soppressore del silenziamento, la proteina HC-Pro, che utilizza 
anche come mediatore della trasmissione attraverso afidi. Tuttavia ArLV è eliminato 
attraverso la coltura di apici meristematici. Il motivo risiederebbe nel fatto che la proteina 
HC-Pro, non sarebbe in grado di sopprimere il PTGS di tipo sistemico come, appunto, 
quello che opererebbe a livello a livello di apice meristematico. Peraltro ArLV è stato 
trovato nei cotiledoni di embrioni di carciofo dove pure sono presenti tessuti meristematici 
apicali. Secondo studi recenti, il segnale del PTGS non sarebbe in grado di entrare nei 
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tessuti meristematici, ma sarebbe bloccato esattamente al confine tra questi e il tessuto 
differenziato immediatamente adiacente. Quindi l‟ipotesi più probabile è che ArLV sia 
degradato dal PTGS immediatamente prima di entrare nel tessuto meristematico e, 
comunque, in un tessuto in cui HC-Pro non è attiva o lo è poco. Secondo altre opinioni, 
l‟esclusione di ArLV dal meristema apicale sarebbe un fatto legato a un‟esclusione operata 
dai plasmodesmi piuttosto che il risultato del PTGS. 
Per quanto riguarda AILV, che è un Nepovirus  anche se non è nota l‟organizzazione del 
suo genoma, per analogia con altri due virus dello stesso genere studiati sotto questo 
profilo, Tomato black ring virus (TBRV) e Tobacco ring spot virus (ToRSV), potrebbe non 
possedere soppressori del silenziamento.  
Dati recenti suggeriscono che su tabacco, le infezioni di AILV iniziano con una 
sintomatologia molto violenta che regredisce entro tre settimane dall‟inoculazione, così 
che la nuova vegetazione è sostanzialmente priva di sintomi ma non del virus che vi 
permane, anche se a livelli più bassi rispetto alle foglie sintomatiche. 
La remissione dei sintomi (recovery) è un fenomeno che spesso si osserva nelle piante 
infette da virus e che pare che possa essere concomitante all‟attivazione del PTGS da parte 
dell‟ospite come risposta di difesa all‟infezione. La recovery accompagnata da riduzione 
del titolo virale nei tessuti infetti è una caratteristica delle infezioni sostenute da alcuni 
Nepovirus come TBRV, mentre per altri, come ToRSV, la condizione di Recovery non è 
associata a una riduzione dell‟accumulo del virus. È stato anche proposto che i Nepovirus 
possano colonizzare attivamente i tessuti meristematici dove arriverebbero eludendo il 
PTGS grazie all‟abbattimento del titolo virale precedente avvenuto nei tessuti interessati da 
recovery. Questo potrebbe essere il motivo per cui AILV non è eliminato attraverso la 
coltura di apice meristematico. Nel caso di ToRSV, è stato invece proposto che la sua 
capacità di evadere il sileziamento potrebbe essere messa in relazione con la localizzazione 
cellulare dei suoi siti di replicazione (il reticolo endoplasmatico) o delle sue modalità di 
movimento da cellula a cellula (attraverso la formazione di strutture tubuli formi nella cui 
composizione entra una proteina virale), anche se analoghi siti e strategie di movimento 
sono utilizzati da altri virus sensibili al silenziamento come lo stesso TBRV. 
Il PTGS presenta anche interessanti aspetti applicativi. Attraverso l‟espressione transiente 
cui si è accennato in precedenza, è, infatti, possibile veicolare nella pianta sequenze 
complementari e a specifici tratti  del suo genoma in modo da silenziarle. La mancata 
espressione del gene corrispondente fornirebbe informazioni utili circa la sua funzione 
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nella pianta e nell‟interazione di questa col virus. Questo tipo di approccio, ormai 
diffusissimo in tutti gli studi di espressione genica, è definito VIGS per Virus Induced 
Gene Silencing.  
Ugualmente poco chiaro è il meccanismo attraverso il quale la termoterapia porterebbe al 
risanamento. Sono state fatte formulate diverse ipotesi, generalmente focalizzate sulla 
sensibilità dei virus alle alt temperature. Queste lo degraderebbero o ne rallenterebbero la 
replicazione e il movimento , così che gli apici vegetativi e, soprattutto la cupola 
meristematica non sarebbero interessati dall‟infezione. Volendo individuare un 
meccanismo molecolare, si potrebbe ipotizzare una più efficiente azione di silenziamento e 
una più debole risposta del virus sul versante della soppressione. Esistono dati sperimentali 
che indicano che a 15°C il silenziamento è inattivo o poco attivo, mentre è molto attivo tra 
25 e 27°C, ma non si sa quale possa essere l‟effetto di temperature superiori. È anche 
possibile che il risanamento mediante termoterapia possa essere il risultato di un‟azione 
congiunta sia sul virus, sia sulle cellule vegetali che, a causa dell‟esposizione al calore, 
potrebbero risultare fortemente compromesse nella loro funzionalità. A seguito della 
termoterapia le cellule appaiono, infatti, di dimensione doppia rispetto alla condizione 
normale con vacuoli più grandi che occupano quasi completamente il lume cellulare. In tali 
cellule, la replicazione virale è fortemente compromessa, con il risultato che i pochi gruppi 
di cellule meristematiche che, sopravvivendo al trattamento termo terapico, riescono a 
generare germogli, sarebbero sostanzialmente privi di infezione virale. Quindi, il 
risanamento attraverso termoterapia avverrebbe su base puramente probabilistica tra il 
numero di cellule non compromesse dal trattamento e la possibilità che in tali cellule 
l‟infezione virale non sia più presente o non vi sia mai giunta a causa del PTGS operato nei 
tessuti immediatamente adiacenti. Un recente studio di Wang et al., 2009, sulle modalità 
attraverso le quali anche la crioterapia determinerebbe il risanamento da infezioni virali 
porterebbe ad analoghe conclusioni chiamando in causa il danno cellulare che si verifica al 
momento della fusione dei cristalli di ghiaccio formatisi nella cellula al momento 
dell‟esposizione a bassa temperatura. 
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3. SCOPI DELLA TESI 
 
Le modalità propagative del carciofo in Italia, tramite carducci e/o ovoli, pur apparendo 
economicamente vantaggiose, presentano notevoli svantaggi di ordine fitosanitario e di 
uniformità della coltura. Infatti se il materiale di propagazione per l‟impianto di una nuova 
carciofaia viene prelevato da piante madri infette, anche nel nuovo impianto si osserverà la 
stessa problematica fitosanitaria. Tutto ciò è anche aggravato dal fatto che alcuni dei virus 
più dannosi sono trasmessi da vettori animali, come afidi, tripidi e nematodi, che 
incrementano la diffusione in campo di queste malattie. In Italia sono stati segnalati fino ad 
oggi una quindicina di virus responsabili di danni alla coltura (Pasquini et al., 2001; Rana 
et al., 1983, 2000; Vovlas et al., 1994). Tra questi si ricordano il virus latente del carciofo 
(ArLV), ubiquitariamente presente in tutte le aree di coltivazione, e il virus latente Italiano 
del carciofo (AILV), non ugualmente diffusi in tutte le aree cinaricole ma assai dannosi.   
Il controllo delle malattie virali, è notoriamente di tipo preventivo e si basa sulla 
produzione e l‟utilizzo di materiale di propagazione idoneo dal punto di vista fitosanitario. 
Gli effetti negativi delle infezioni virali sulla quantità e la qualità della resa hanno messo in 
evidenza l‟importanza di creare nuovi impianti di carciofo con materiale di propagazione 
virus-esente. 
La propagazione da seme, considerata un modo per ottenere piante virus-esenti, non può 
rappresentare una soluzione adeguata, infatti molti dei virus che infettano carciofo sono 
noti per essere trasmissibili per seme e per polline a altre piante della famiglia delle 
Compositae. Per esempio AILV e ArLV, sono stati individuati nei tegumenti e 
completamente diffusi nei cotiledoni di piantine di carciofo, AILV è anche stato ritrovato 
nelle prime foglioline (5-6 cm di lunghezza). Tassi di infezione sono stati quantificati nel 
range 5-10% per entrambi (Bottalico et al., 2002). 
La messa a punto, pertanto, di efficaci metodi di risanamento è un prerequisito 
indispensabile per l‟ottenimento di piante madri virus esenti da cui avviare, attraverso il 
coinvolgimento di strutture vivaistiche adeguate, la produzione su larga scala di piante di 
carciofo commercializzabili nel rispetto delle norme fitosanitarie vigenti. 
Da tempo,  spesso in combinazione, si seguono soprattutto due approcci per ottenere piante 
virus esenti: ovvero la termoterapia e la coltura in vitro di meristemi. Incoraggianti, 
risultati sono stati ottenuti con entrambe le tecniche (Marras et al., 1982; Pecaut et al., 
1985). I migliori risultati sono stati ottenuti con la coltura di meristemi (Peña-Iglesias and 
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Ayuso-Gonzales,1974; 1982, Harbaoui et al., 1982) anche se recentemente è stato 
dimostrato che la coltura di meristemi  è in grado di eliminare ArLV (Pasquini et al., 2003; 
Papanice et al., 2004) ma non AILV (Papanice et al., 2004). Tuttavia, AILV può essere 
eliminato attraverso l‟esposizione di germogli provenienti da piante infette a 38 °C per 60 
giorni, e a seguire poi il prelievo del meristema in vitro (Papanice et al., 2004). 
La  necessità di un recupero di questo prodotto tipicamente mediterraneo, di cui sempre più 
si apprezzano le proprietà nutrizionali e salutistiche, ha stimolato numerose attività 
scientifiche, tra le quali, alcune raccordate ed armonizzate tra loro nell‟ambito di un 
progetto finalizzato “Carciofo” del Ministero delle Politiche Agricole e Forestali 
(MiPAF).Tra i diversi obbiettivi previsti dal Progetto, particolare importanza riveste il 
miglioramento del vivaismo del carciofo alla cui base è la produzione di germoplasma 
virus-esente (Barba, 2000; Pasquini et al., 2003). 
Al momento non esistono fonti di carciofo cv Terom e Tema 2000 con le caratteristiche 
fitosanitarie richieste dal D.M del 14.4.1997 dove si definiscono i requisiti di identità 
varietale e fitosanitaria. Per cui obiettivo del presente lavoro è quello di definire un idoneo 
protocollo di propagazione e risanamento in vitro, che consenta in tempi rapidi e a costi 
contenuti, di costituire cloni di piante madri sane da utilizzare per lo sviluppo di un‟attività 
vivaistica finalizzata alla valorizzazione e tutela del prodotto locale.  
Il progetto è stato finanziato dalla Cassa di Risparmio di Livorno. 
Nel presente lavoro, sono state allestite così, varie prove sperimentali con al centro l‟uso di 
diversi mezzi di coltura, per arrivare a definire quello più adatto per la propagazione delle 
cultivar prese in esame. Parallelamente sono state eseguite analisi virologiche di tipo 
molecolare (RT-PCR) su tessuti fogliari per verificare lo stato fitosanitario del 
germoplasma, e per poter impostare eventualmente un‟adeguata strategia di risanamento. 
L‟esito del  risanamento è stato poi verificato con ulteriori analisi virologiche sui campioni 
presumibilmente risanati. Le descrizioni degli sviluppi e gli esiti delle varie fasi del lavoro 
sono riportati rispettivamente nei capitoli dei materiali e metodi e dei risultati.   
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4. MATERIALI E METODI 
 
4.1 SCELTA DEL GERMOPLASMA INIZIALE 
Le prove sperimentali su carciofo di tipo Violetto della Val di Cornia sono state effettuate 
su germoplasma proveniente da carciofaia dell‟Azienda Agricola Sodi Roberto (Via De 
Amicis, Riotorto, LI) che ha una superficie agricola utilizzata (SAU) di circa 30 ha 
prevalentemente destinati alla cinaricoltura (varietà Terom e Tema 2000). Con la 
collaborazione del Dott. Agronomo Alessio Farnesi, in autunno, (Ottobre 2009), con le 
piante in fase vegetativa, sono state selezionate quelle che oltre a essere prive di sintomi 
evidenti di malattia, presentavano buona vigoria. Da queste sono stati prelevati 41 carducci 
dell‟ecotipo locale Terom e 37 di Tema 2000, utilizzati per le prove di risanamento. 
Ai carducci selezionati di entrambe le cultivar è stata assegnata una numerazione da 1 a 33 
a fini pratici. La creazione di diverse “linee” permette l‟identificazione e la tracciabilità 
all‟interno della sperimentazione. 
 
4.2 CONDIZIONAMENTO DELLE PIANTE MADRI 
I carducci sono stati messi in vasi di diametro 15 cm, con una miscela di torba, perlite e 
vermiculite (50:30:20); così sistemati, sono stati disposti in serra su bancali, ed è  stato 
allestito un impianto goccia a goccia per creare l‟ambiente più adatto per il mantenimento 
degli stessi e per effettuare i successivi prelievi degli apici. Il regime irriguo del carciofo è 
stato mantenuto piuttosto basso con una bagnatura del substrato in vaso una volta a 
settimana per evitare un ambiente troppo umido che potesse favorire l'insorgere di attacchi 
fungini. Sono stati anche eseguiti alcuni trattamenti fertilizzanti ( NPK 18:11:18 1g/L ) e 
antiparassitari ( Confidor Bayer 0,5 ml / L + Caffaro 10 g / 1,5 L ) rispettivamente per 
invigorire le piante rafforzandone le difese endogene e per evitare le contaminazioni da 
funghi ed acari. 
 
4.3 STERILIZZAZIONE E MESSA IN VITRO DEGLI APICI VEGETATIVI 
I carducci provenienti dalla serra sono stati sciacquati sotto acqua corrente con l'apice 
rivolto verso il basso (nel senso del getto d'acqua) per favorire l'asportazione di residui di 
terriccio e altre impurità col lavaggio, evitando il deposito di questi nella rosetta centrale. 
Quindi, sempre sotto il flusso d'acqua sono stati “ripuliti” dalle foglie più esterne fino a 
raggiungere l'apice vegetativo di circa 1 cm di lunghezza, e la base di circa 0,5 cm di 
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larghezza. Si è proceduto poi con la fase di sterilizazione sotto cappa a flusso laminare 
secondo il protocollo descritto da Pacifici et al.,(2007) ripreso da quello di Brutti et al., 
(2000): 
Immersione in una soluzione diluita 1:50 con acqua distillata di acido ascorbico (5g/l) e 
acido citrico (7,5g/l). 
Immersione per 3 minuti in una soluzione diluita 5:50 (ml) con acqua distillata di cloruro di 
mercurio HgCl2 (5%) e 3 lavaggi in acqua sterile per 5 minuti ciascuno. Successivamente è 
stato effettuato  il trattamento sterilizzante con ipoclorito di sodio NaOCl (8% di cloro 
attivo) 1:5 v/v per 15 minuti e 3 lavaggi con acqua sterile. Gli espianti sono stati poi 
immersi per 10 minuti in una soluzione antiossidante sterilizzata per filtrazione e diluita 
1:50 con acqua distillata di acido ascorbico (5g/l) e acido citrico (7,5g/l). 
 
4.4 MICROPROPAGAZIONE  
Preparazione dei substrati 
A parte variazioni per scelta o dosaggio dei macronutrienti, delle vitamine e dei 
fitorgolatori che hanno distinto i vari substrati utilizzati nella sperimentazione (Tab.); tutti i 
substrati impiegati sono stati di tipo agarizzato  (8 g L
-1
), e contenenti 30 g L
-1
 di 
saccarosio, 300 mg L
-1 
di glutatione ridotto (GSH) come antiossidante, 500 mg L
-1
 2-(N-
morfolino) acido etanosulfonico (MES) per stabilizzare il pH, portato sempre a 5,7-5,8. 
Inoltre tutti i substrati sono stati  autoclavati (15 min a 121 °C) per la sterilizzazione. 
Per la fase d’induzione, è stato utilizzato per entrambe le cultivars un solo substrato, quello 
messo a punto da Castiglione e Cavallaro (2007), denominato in questo lavoro “TL MOD” 
(Tabella 3). Gli apici vegetativi così come si presentano dopo la sterilizzazione sono stati 
posti singolarmente all‟interno di vials in policarbonato (Uric®, PBI, Milano, Italy) da 30 
ml contenenti 5 ml di mezzo. Questa fase è durata per almeno 3 subcolture (un periodo 
complessivo di circa 9 settimane). 
Per la fase di moltiplicazione iniziale, gli apici sono stati trasferiti singolarmente in vasetti 
di vetro (Vessels for plant tissue culture - Baby food jars - SIGMA-ALDRICH®, Milano, 
Italy) (h × ø 98.5 mm × 59 mm, capacità ~150 mL) con tappi vent (Magenta B-caps) 
contenenti 25 ml di un substrato MS (Murashige & Skoog) modificato denominato 
nell‟esperimento “M1” (Tabella.4.2). Il suddetto substrato è stato rinnovato 3-4 volte, per 
un periodo totale di permanenza degli espianti sullo stesso di circa 12 settimane, fino alla 
comparsa dei primi germogli ascellari.  
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I germogli laterali prodotti dagli espianti nella fase precedente sono stati trasferiti 
progressivamente in vasi PPCV (altezza 70 mm, diametro 90 mm, volume 141.75 ml), 
(TQPL Co., New Milton, United Kingdom) e Microbox Round XL con tappo filtro giallo 
(Duchefa, Micropoli, Italy) con un volume più adeguato alla fase proliferativa, 
consideranto la maggiore vigoria e il più alto tasso proliferativo dei germogli in questa 
fase. Il mezzo di coltura è rimasto “M1” (50 ml a vaso). Su questo mezzo di coltura i 
germogli sono rimasti per diverse subcolture poiché è stato creato uno stock di germogli 
utilizzato volta volta, come materiale di partenza per i diversi esperimenti (per la 
descrizione esperimenti vedi in Risultati, capitolo 5). Infatti in questa fase, sono stati testati 
altri mezzi, oltre a “M1”, diversificati per la concentrazione di fitoregolatori (compreso il 
paclobutrazol o PBZ) e degli elementi nutritivi. 
Nella  fase di radicazione, gli espianti più vigorosi e più sviluppati in altezza, provenienti 
dai mezzi di coltura “M4” e “M4 PBZ”, sono stati progressivamente trasferiti in vasi 
Magenta® (volume 575.11 mL) (4-5 espianti/vaso), in 50 mL di mezzo di radicazione, 
ovviamente distinguendo gli espianti in base al substrato utilizzato nella fase di 
proliferazione. Il substrato di radicazione  
Questo substrato denominato nell‟esperimento “M RAD” (Tab.4.2) è quello messo a punto 
da Morzadec e Hourmant (1997). Su questo mezzo di coltura gli espianti sono rimasti circa 
tre settimane. 
Nella Tabella 4.1sono riassunti i quattro esperimenti sui substrati condotti durante la tesi 
 
Tabella 4.1. Test dei mezzi di coltura saggiati in fase di proliferazione. 
Esperimento Mezzi di crescita a confronto 
1 
M BASE–M2 (diversa concentrazione 
fitoregolatori + GA3 in M2) 
2 
M2-M3 (diversa concentrazione di 
azoto nitrico) 
3 M3-M4 (diverso tipo di citochinine) 
4 M4-M4 PBZ (effetti del PBZ) 
La composizione di vari mezzi di coltura è riportata nella tabella 4.2. 
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Tabella 4.2. Composizione dei substrati di crescita utilizzati nel lavoro suddivisi secondo 
le fasi di sviluppo. 
 Induzione    Proliferazione  Radicazione 
 TL MOD M BASE M1 M2 M3 M4 M4 PBZ M RAD 
MACROELEMENTI mg L-
1 
NH4NO3 160.1 1650 1650 1650 825 825 825 825 
KNO3  1900 1900 1900 950 950 950 950 
CaCl2 *2 H2O  440 440 440 440 440 440 220 
Ca(NO3)2*4 H2O 141.7        
MgSO4*7H2O 123.3 370 370 370 370 370 370 185 
KH2PO4 104.4 170 170 170 170 170 170 85 
KCl 81.7        
K2HPO4 7        
MICROELEMENTI         
MnSO4*4H2O 22.3 22.3 22.3 22.3 22.3 22.3 22.3 22.3 
ZnSO4*7H2O 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6 
H3BO3 6.2 6.2 6.2 6.2 6.2 6.2 6.2 6.2 
KI 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 
CuSO4*5H2O 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 
Na2MoO4*2H2O 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 
CoCl2+6H2O 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 
FERRO         
FeNaEDTA  36.7 36.7 36.7 36.7 36.7 36.7 36.7 
FeEDDHA 100        
VITAMINE         
Mioinositolo 100 100 100 100 200 200 200 100 
Acido nicotinico 1 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5  
Tiamina HCl 0.4 0.1 0.1 0.1 1 1 1 0.1 
Piridossina 1 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5  
Acido ascorbico  5 5 5     
Glicina  1 1 1     
FITOREGOLATORI         
2ip 1        
meta-topolina   0.5 0.05 0.03    
BA      0.03 0.03  
IAA 1        
NAA        0.5 
IBA   0.1      
GA3 0.025   0.05 0.05 0.05  3 
ALTRI COMPONENTI        
Saccarosio 30000 30000 30000 30000 30000 30000 30000 30000 
MES 500 500 500 500 500 500 500 500 
GSH 300 300 300 300 300 300 300 300 
Agar  8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 
paclobutrazolo       1  
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Condizioni di crescita 
Il germoplasma in tutte le fasi del vitro è stato conservato in camera di crescita a 23 ± 1 °C 
con un fotoperiodo di 16/8 h di luce/buio ed irradianza di 70 mmol s
-1
 m
-2
, fornita da tubi 
fluorescenti non riscaldanti.  
 
Acclimatazione  in serra 
Terminata la fase di radicazione gli espianti sono stati tolti dal substrato di coltura e 
sciacquati per rimuovere i residui di agar del mezzo stesso rimasto sullo base o tra le radici 
dell‟espianto. Sono stati quindi, trasferiti in serra dove sono stati trapiantati in vassoi 
alveolati di plastica (84 alveoli per vassoio, diametro 38 mm) contenenti terriccio e perlite 
(1:3).  I vassoi sono stati tenuti nei primi giorni sotto un tunnel di plastica trasparente 
(polieteilene). L‟annaffiatura è stata effettuata tramite un impianto di nebulizzazione 
programmato per due interventi di 30 “ il giorno. I trattamenti antiparassitari, sono stati 
effettuati via spray sulle foglie all‟incirca ogni 2 settimane,usando una miscela a base di  
Ortiva (Syngenta Crop  Protection S.p.a; p.a.. Azossistrobina 23,2 % p/p; ddosaggio 60 
mL/100L) e Rovral FL (BASF Agri-Production S.A.S; p.a. Iprodione 270 g/L; dosaggio 
100 g/hl). 
 
4.5 DIAGNOSI DELLE VIROSI 
Al fine di valutare l‟effettivo stato fitosanitario dei carducci provenienti dalla carciofaia, e 
successivamente anche il grado di risanamento ottenuto dopo la coltura di meristemi, sono 
state effettuate analisi di Biologia Molecolare che hanno riguardato la verifica della 
presenza dei virus: Cucumber Mosaic Virus (CMV), Artichoke Mottled Crinkle Virus 
(AMCV), Artichoke Latent Virus (ArLV), Artichoke Italian Latent Virus (AILV). 
Il tipo di analisi in questione è stata utilizzata una RT-PCR in modalità Double-step.   
Le analisi sono state eseguite presso il Laboratorio di Diagnostica Fitopatologica dell‟ex- 
ARSIA-Regione Toscana c/o il CRA – VIV di Pescia (PT). 
 
Estrazione e quantificazione dell’RNA 
Il materiale vegetale processato è stato costituito da tessuti fogliari freschi o conservati a -
80°C, prelevati in vivo dai carducci (per l‟analisi delle piante madri) e in vitro dai germogli 
(per l‟analisi di verifica del risanamento dopo coltura d‟apice meristematico). 
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Circa 0,5-0,6 g di tessuto  a campione e 5 ml di Grinding buffer (tampone di estrazione) 
arricchito con l‟1% di β-mercaptoetanolo sono stati posti all‟interno di giare d‟acciaio da 
10 ml contenenti una sfera; queste inserite su una macchina agitatrice ad alta velocità 
(Tissue Lyzer), dopo circa 3 minuti hanno restituito il materiale completamente 
omogeneizzato.  L‟estrazione di RNA totale è stata eseguita secondo il protocollo di Mc 
Kenzie et al., 1997 che sfrutta un tampone di estrazione (Grinding Buffer) associandolo 
con un kit commerciale, e più precisamente con l‟RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, 
Germany). Tale kit è basato sull'utilizzo di colonnine che legano selettivamente l‟RNA ai 
propri filtri e permettono l'eluizione delle proteine, dei contaminanti e di tutti i metaboliti 
secondari non legati all‟RNA stesso; nella fase finale, cambiando l'eluente, si utilizza 
acqua sterile RNasi free (acqua trattata con DEPC e autoclavata), e viene rilasciato l‟RNA 
purificato, conservabile a -20°C per brevi periodi o per mesi a -80°C. 
L‟ RNA estratto e purificato è stato quantificato mediante lettura allo spettrofotometro. 
Per la quantificazione, sono state usate due micro-cuvette contenenti un volume totale di 
10 l (1 l di estratto +  9 l di acqua distillata sterile. 
Oltre alla lettura spettrofotometrica a 260 nm, è stata rilevata anche l'assorbanza alla 
lunghezza d'onda di 280 nm e 230 nm, lunghezze d'onda specifiche per valutare 
rispettivamente la presenza di contaminazioni proteiche e contaminazioni di carboidrati, 
fenoli, composti aromatici, residui di tamponi, nell'estratto. Il rapporto tra l'assorbanza a 
260 nm e quelle a 280 nm (Abs260/Abs280) e (Abs260/Abs230) permette quindi di valutare la 
qualità in purezza dell'estrazione del RNA eseguita: il valore (Abs260/Abs280) che si deve 
ottenere per giudicare un'estrazione come soddisfacente deve essere compreso tra 1,7 e 2,0 
circa, mentre per (Abs260/Abs230) dovrebbe essere intorno a 1,9 e 2.2. 
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Sintesi del cDNA 
La sintesi del cDNA è stata effettuata con il kit commerciale iScript cDNA Synthesis Kit 
della ditta Biorad. I reagenti della mix sono stati aggiunti nell‟ordine in cui sono elencati 
nella tabella 4, avendo cura di lasciare la Taq DNA polimerasi in ghiaccio fino al momento 
del suo utilizzo. 
 
Tabella 4.3 Mix sintesi cDNA_iScript cDNA Synthesis Kit 
 
Concentrazione 
finale 
Mix per un 
campione 
H2O sterile per biologia molecolare - 11.0 µL 
Buffer 5X iScript Reaction mix 1x 4.0 µL 
iScript Reverse Transcriptase - 1.0 µL 
TOTALE  16.00 µL 
 
Per ogni campione sono stati uniti 16 µl della mix a 4 µl di RNA templato in tubi da 0,2 
mL, dopodiché messi i tubi da PCR nel termociclatore è stato avviato secondo il seguente 
programma termico di incubazione: 
 
Tabella 4.4. Programma termico di incubazione per la sintesi del cDNA 
Temperatura (°C) Durata Numero di Cicli 
25°C 5 minuti 1 
42°C 30 minuti 1 
85°C 5 minuti 1 
4°C ∞  
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RT-PCR Double-step per rilevare ArLV  
Il protocollo eseguito è quello messo a punto da Pasquini et al., 2003, e descrive la Double 
Step RT-PCR per la determinazione del virus ArLV in campioni vegetali di Carciofo 
(dimensione del frammento amplificato: 282 bp). 
In un tubo da 1,5 ml sterile è stata preparata la Mix per PCR utilizzando le quantità di 
reagenti elencate nella seguente tabella (Tab.4.5), (calcolate per una soluzione contenente 
23 µL di mix e 2 µL di soluzione di cDNA (iScript cDNA Sintethase kit – Biorad): 
 
Tabella 4.5. Mix Double_Step RT_PCR 
 Conc. finale Volume 
saggiato 
H2O sterile per biologia molecolare (DEPC) - 14.75 µL 
5X Buffer Promega 1x 5 µL 
25 mM MgCl2 1.5 mM 1.5 µL 
dNTPs (25 mM) 0.125 nM 0.125 µL 
Primer ArLV5BL_fw_20 µM 0.76 µg/µL 0.65 µL 
Primer  ArLV3BL_rev_20 µM 0.79 µg/µL 0.63 µL 
Taq DNA Polymerase GoTaq Gold Promega 
(5 U/µL) 
(0.069 U/µL) 0.35 µL 
TOTALE 23 µL 
Di seguito, sono riportate le sequenze dei primer:  
 
PRIMERS UTILIZZATI 
Primer Sequenza 5’-3’ Dimens. 
ArLV5BL 
ArLV3BL 
GAT CTA GCG ATA CAC ATG CAC AAC C 
CGC TCA AGC TCT CGA ACT AAC TGA AC 
282 bp 
 
Alla mix suddivisa in aliquote da 23 µl sono stati aggiunti 2 µl di soluzione di cDNA. 
Nel caso in cui i campioni di TNA (acidi nucleici totali) estratti hanno una concentrazione 
molto differenziata l‟una dall‟altra e comunque superiore a 100 ng/µL, allora si può 
effettuare una diluizione fino ad ottenere una concentrazione finale ed omogenea tra tutti i 
campioni pari a 20 ng/µl.  
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Oltre ai campioni sono state preparate anche aliquote di mix in più per il controllo positivo, 
il controllo negativo ed il bianco (verifica delle eventuali contaminazioni incrociate). 
Dopo controllo sulla ermeticità dei tubi e l‟assenza di bolle, questi sono stati sistemati nel 
termociclatore col seguente programma: 
 
Tabella 4.6. Programma termico Double_Step RT_PCR_ArLV 
 
Temperatura 
(°C) 
Durata 
Numero di 
Cicli 
Denaturazione 
iniziale 
95°C 3 minuti 1 
Denaturazione 94°C 60 secondi 
35 Appaiamento 55°C 60 secondi 
Estensione 72°C 60 secondi 
Estensione finale 72°C 7 minuti 1 
 4°C ∞  
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RT-PCR Double –step per rilevare AILV 
Il protocollo eseguito è quello messo a punto da Gallitelli et al., 1999, e descrive la Double 
Step RT-PCR per la determinazione del virus AILV in campioni vegetali di Carciofo 
(dimensione del frammento amplificato: 760 bp). 
I passaggi eseguiti sono li stessi descritti per il protocollo di detection di ArLV, cambia  la 
mix (Tab. 4.7) e ovviamente i primers usati e il programma di amplificazione nel 
termociclatore (Tab.4.8). 
 
Tabella 4.7. Mix Double_Step RT_PCR 
 
Concentrazione 
finale 
Volume saggiato 
H2O sterile per biologia molecolare 
(DEPC) 
- 0.56 µL 
5X Buffer Promega 1x 5 µL 
25 mM MgCl2 2.25 mM 2.25 µL 
dNTPs (25 mM) 0.3 mM 0.3 µL 
Primer AI3_fw_20 µM 4.3 µM 5.37 µL 
Primer  A14_rev_20 µM 7.3 µM 9.12 µL 
Taq DNA Polymerase GoTaq Gold 
Promega (5 U/µL) 
2 U (0.69 U/µL) 0.4 µL 
TOTALE 23 µL 
PRIMERS UTILIZZATI 
Primer Sequenza 5’-3’ Dimens. 
AI3 5‟ – GGTCTGGGGTGCCCGTGGCG – 3‟ 
760 bp 
A14 5„ – ATTCACTAGTCCCTATTTAG – 3‟ 
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Tabella 4.8. Programma termico Double_Step RT_PCR_AILV 
 
Temperatura 
(°C) 
Durata 
Numero di 
Cicli 
Denaturazione 
iniziale 
95°C 3 minuti 1 
Denaturazione 94°C 60 secondi 
35 Appaiamento 52°C 60 secondi 
Estensione 72°C 60 secondi 
Estensione finale 72°C 10 minuti 1 
 4°C ∞  
 
RT-PCR Double-step per rilevare  AMCV 
Il protocollo utilizzato è quello messo a punto da Gallitelli et al., 1999, e descrive la 
Double Step RT-PCR per la determinazione del virus AMCV in campioni vegetali di 
carciofo (dimensione del frammento amplificato: 1350 bp). 
Nel caso in questione la Mix utilizzata è la seguente in tabella 4.9. 
 
Tabella 4.9. Mix Double_Step RT_PCR_AMCV 
 
Concentrazione 
finale 
Volume saggiato 
H2O sterile per biologia molecolare 
(DEPC) 
- 14.9 µL 
5X Buffer Promega 1x 5 µL 
25 mM MgCl2 2.0 mM 2.0 µL 
dNTPs (25 mM) 0.2 mM 0.2 µL 
Primer AM3_fw_20 µM 0.2 µM 0.25 µL 
Primer  AM2_rev_20 µM 0.2 µM 0.25 µL 
Taq DNA Polymerase GoTaq Gold 
Promega (5 U/µL) 
(0.069 U/µL) 2 U 0.4 µL 
TOTALE 23 µL 
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PRIMERS UTILIZZATI 
Primer Sequenza 5’-3’ Dimens. 
AM3 
AM2 
CTCGGACTTTCGTCAGGAAGTTTGAA 
ATGGCAATGGTAAAGAGAAA 
1350 bp 
 
A seguire è stato impostato al termociclatore il seguente programma in tabella 4.10 
. 
Tabella 4.10 Programma termico Double_Step RT_PCR_AMCV 
 
Temperatura 
(°C) 
Durata 
Numero di 
Cicli 
Denaturazione iniziale 95°C 3 minuti 1 
Denaturazione 94°C 60 secondi 
35 Appaiamento 52°C 60 secondi 
Estensione 72°C 60 secondi 
Estensione finale 72°C 10 minuti 1 
 4°C ∞  
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RT-PCR Double-step per rilevare CMV 
Anche questo protocollo è stato validato all‟interno di un Ring Test tra varie Università 
italiane. La reazione di RT-PCR (double step) avviene utilizzando le coppie di 
oligonucleotidi specifiche per CMV (dimensione del frammento amplificato: 280 bp). 
Nel caso in questione la Mix utilizzata è riportata in tabella 4.11. 
 
Tabella 4.11 Mix Double_Step RT_PCR CMV 
 
Concentrazione 
finale 
Volume saggiato 
H2O sterile per biologia molecolare 
(DEPC) 
- 20.05 µL 
10X Buffer HotMaster (Eppendorf) 1x 2.5 µL 
dNTPs (25 mM) 0.2 mM 0.2 µL 
Primer CMV_fw_280 bp 20 µM 0.20 µM 0.5 µL 
Primer CMV_rv_280 bp 20 µM 0.20 µM 0.5 µL 
Taq DNA Polymerase HotMaster (5 
U/µL - Eppendorf) – 5 Prime 
0.05 U/µL 0.25 µL 
TOTALE  24.00 µL 
 
 
PRIMERS UTILIZZATI 
Primer Sequenza 5’-3’ Dimens. 
CMV_CPN5 5‟- ACTCTTAACCACCCAACCTT -3‟(forward)  
280 bp CMV_CPN3 5‟- AACATAGCAGAGATGGCGG -3‟ (reverse) 
 
A seguire è stato impostato al termociclatore il programma riportato in tabella 4.12. 
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Tabella 4.12. Programma termico Double_Step RT_PCR_CMV 
 
Temperatura 
(°C) 
Durata 
Numero di 
Cicli 
Denaturazione iniziale 95°C 3 minuti 1 
Denaturazione 94°C 30 secondi 
35 Appaiamento 55°C 45 secondi 
Estensione 72°C 45 secondi 
Estensione finale 72°C 7 minuti 1 
 4°C ∞  
 
 
Elettroforesi su gel d’agarosio 
Tutti I prodotti dell'amplificazione una volta concluso il programma sono stati separati su 
gel di agarosio al 2%. 2 g d'agarosio (Promega, Madison, WI, USA) sono stati sciolti in 
100 mL di buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) (1x), tampone di corsa, riscaldando la miscela. 
Una volta raffreddata vi è stato aggiunto il tracciante etidio bromuro (10 mg/mL) 2,5-5 µl 
ogni 100 mL di gel, ed è stata colata nell'apposito stampo con un pettine per la formazione 
dei pozzetti. Una volta solidificato il gel, questo è stato posto "in immersione" nel buffer di 
corsa (TBE 1x) e sono stati caricati i campioni. Dopo aver caricato 10 l di amplificato + 2 
µl di loading buffer 6X, generalmente nei pozzetti alle estremità della serie, sono stati 
caricati 5 µl di un marcatore di peso molecolare noto. Quello utilizzato nelle presenti prove 
era costituito da 100 bp Eppendorf 5Prime. Al termine della corsa elettroforetica (circa 20 
minuti a 100 volt costanti), le bande presenti nel gel sono state visualizzate con il 
transilluminatore a raggi UV. 
 
4.6 RISANAMENTO 
Prelievo dei meristemi 
Gli espianti cv. Tema e Terom presenti in vitro, corrispondenti alle linee risultate positive 
dopo le analisi virologiche sono stati sottoposti al prelievo di alcuni meristemi per 
effettuare una seguente coltura di apici potenzialmente risanati. 
Operando sotto cappa a flusso laminare e usufruendo degli ingrandimenti (1 X, 1,25 X, 2 
X) forniti dallo steriomicroscopio (Carl Zeiss Stereo Microscopes Stemi 2000-C), con 
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l‟ausilio di pinzette e anse di ferro zincato sono state escisse cupole meristematiche delle 
dimensioni di 0,2-0,8 mm. Durante questa fase con una fotocamera digitale (Canon Power 
Shot G10) fissata in testa allo stereo microscopio sono state scattate foto ai meristemi 
estratti dai tessuti. Poi col programma Professional Imaging for Microscopy (ZEISS Micro 
Imaging GmbH, Göttingen) installato nel pc, partendo dalle foto acquisite e inserendo nel 
programma i diametri dell‟ingrandimento usato allo stereomicroscopio nel momento in cui 
la foto è stata scattata, è stato possibile risalire alle dimensioni reali dei meristemi 
prelevati. 
Coltura d’apice meristematico 
Fase d’induzione 
Appena prelevati i meristemi sono stati posti singolarmente all‟interno di vials in 
policarbonato (Uric®, PBI, Milano, Italy) da 30 ml contenenti 5 ml di “TL MOD” lo stesso 
mezzo d‟induzione impiegato per gli apici vegetativi ad inizio sperimentazione. Questa 
fase è durata per almeno 3 subcolture (un periodo complessivo di circa 9 settimane). 
Fase di proliferazione iniziale 
Gli apici meristematici di circa 1 cm, sono stati trasferiti progressivamente in vasetti di 
vetro (Vessels for plant tissue culture - Baby food jars - SIGMA-ALDRICH®, Milano, 
Italy) contenenti 25 mL di substrato “M4”, per un totale di 3 subcolture 
Fase di proliferazione e mantenimento 
Con la comparsa di un buon numero di germogli laterali sull‟espianto principale, il 
materiale vegetale è stato, progressivamente, sistemato in vasi PPCV (altezza 70 mm, 
diametro 90 mm, volume 141.75 ml), (TQPL Co., New Milton, United Kingdom). Metà 
germogli sono stati messi su subtrato “M4” e l‟altra metà invece su “M4 PBZ”. In questa 
fase il germoplasma è stato mantenuto a ciclo alterno su entrambi i mezzi.  
Fase di radicazione  
Gli espianti più vigorosi e sviluppati in altezza, provenienti dai mezzi di coltura “M4” e 
“M4 PBZ”, sono stati progressivamente trasferiti in vasi Magenta® (volume 575.11 mL) 
(4-5 espianti/vaso), in 50 mL di mezzo di radicazione “M RAD”. La fase di radicazione è 
durata 3 settimane. 
Acclimatazione 
Terminata la fase di radicazione gli espianti sono stati posti ad acclimatare in serra con la 
stessa procedura descritta per i germogli derivanti da apice vegetativo dei carducci raccolti 
(Capitolo 4.4).  
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5. RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
5.1 SVILUPPO DEL PROTOCOLLO DI PROPAGAZIONE IN VITRO 
Condizionamento delle piante-madri 
La fase di condizionamento, necessaria per la successiva messa a punto della fase di 
induzione in vitro degli espianti, è risultata essere un passaggio piuttosto critico. Infatti per 
entrambe le cultivar sono andati persi ben 11 carducci in vaso durante la fase di 
attecchimento, con una percentuale di perdita del 26,8% per la cv. Terom e del 29,7% per 
la cv. Tema.   
  
 
 Figura 5.1 Carducci cv. Terom e Tema in vaso, durante la fase di condizionamento. 
 
Fase d’induzione 
Il substrato utilizzato in questa fase per entrambe le cultivars, definito nell‟esperimento “TL 
MOD” è quello messo a punto da Castiglione e Cavallaro (2007). Il mezzo è  caratterizzato 
dalla presenza dei  fitoregolatori 2ip (1 mg L-1), IAA (1 mg L-1) e GA3 (0,025 mg L-1). La 
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composizione in macroelementi e vitamine è quella tipica del mezzo di crescita TL ( 
Tendille et Lecerf, 1974), mentre i microelementi del mezzo MS (Murashige et Skoog, 
1962) così come propongono anche Pecaut e Martin, (1993). Gli espianti di entrambe le 
cultivars hanno risposto nel complesso bene su questo mezzo di coltura, cosicché non è 
stato necessario provare altri substrati. Le percentuali di espianti inquinati all‟interno di 
ogni subcoltura non hanno mai superato il 10% nelle due cultivars e alla terza subcoltura 
l‟inquinamento è risultato del tutto assente; questo è indice di un adeguato protocollo di 
sterilizzazione utilizzato. Riguardo agli altri parametri osservati in questa fase, si nota che la 
cultivar Terom non ha fatto registrare alcuna perdita di espianti, mentre la cultivar Tema ha 
avuto un 18% di espianti morti. Tema infatti è risultata essere più suscettibile al mezzo di 
coltura rispetto a Terom, poichè anche i valori percentuali di callo formato, vanno dal 
7.14% della prima subcoltura ai 42.10% della terza, passando dal 15.38% della seconda; 
mostrando cioè una progressiva degenerazione dei tessuti che spiega anche la perdita del 
18.18% di espianti.  In Terom la formazione di callo è presente ma oltre a non superare il 
25%, non è nemmeno un valore in crescita progressiva, ma è piuttosto tendente a essere un 
valore costante nel tempo. 
 
Tabella 5.1. Valori percentuali di inquinamento, callo basale e mortalità degli espianti 
durante tre subcolture degli apici vegetativi  di cvs Terom  e Tema sul mezzo di induzione 
“TL MOD” . 
 
Cultivar subcolture Inquinamento (%) Callo basale (%) Mortalità (%) 
Terom 
1 9.09 17.24 0.00 
2 3.12 15.62 0.00 
3 0.00 25.00 0.00 
Tema 
1 6.66 17.24 0.00 
2 7.69 15.62 0.00 
3 0.00 25.00 0.00 
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Figura 5.2 Espianti cv. Terom su mezzo di coltura d‟induzione  “TL MOD” 
 
Fase di moltiplicazione iniziale 
Il substrato scelto per questa fase (“M1”) è un mezzo MS (Murashige et Skoog, 1962), come 
suggeriscono Rossi e De Paoli (1990),  con fitoregolatori citochinine (meta-topolin, 0,5 mg L
-
1
) e auxine (IBA, 0,1 mg L
-1). L‟uso della meta-topolin come citochinina, nel mezzo di 
coltura, in accordo con quanto indicato da Dridi (2003) ha confermato, oltre ad un buon 
tasso proliferativo, una buona qualità degli espianti principali e dei germogli ascellari. 
Terom infatti alla terza subcoltura sullo stesso mezzo, mostra che più della metà degli 
espianti ha prodotto nuovi germogli ascellari. Inoltre,  nessun espianto presenta il 
fenomeno dell‟ iperidricità, ha prodotto callo né, tanto meno, ha fatto registrare alcun tasso 
di mortalità; quest‟ultimi tre parametri sono per altro rappresentati da valori esigui anche 
nelle prime due subcolture e ciò sottolinea come questo mezzo di coltura risulti valido per 
la fase successiva a quella di induzione. I parametri registrati mostrano che la cultivar 
Tema  presenta una maggiore presenza dei sintomi suddetti rispetto alla cv Terom (Tab. 
5.2). Infatti, dopo tre subcolture si osserva che il 16.66% di espianti della cv Tema non 
sopravvive, e che esiste una tendenza a mantenere costante nel tempo la percentuale di 
espianti con callo. Tuttavia anche in questo caso, come per Terom, già alla seconda 
subcoltura erano presenti sul 50% degli espianti nuovi germogli, ma alla terza il numero di 
questi non incrementa nella cv Tema e ciò insieme a quanto detto prima fa si che questo 
substrato risulti più adatto per Terom piuttosto che per Tema. Del resto la percentuale di 
iperidricità e di altre anomalie morfo-fisiologiche sono fortemente influenzate dal genotipo 
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e dal mezzo di coltura (Castiglione et al., 2007), in questo caso, un mezzo MS con una 
concentrazione di sali minerali più concentrata del precedente.  
 
Tabella 5.2 Valori percentuali di parametri quantitativi e qualitativi  registrati all‟interno 
di tre subcolture di apici vegetativi  di cvs Terom  e Tema sul mezzo di coltura “M1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La maggiore adattabilità di Terom a questo substrato di crescita, rispetto a Tema, è anche 
confermata dal numero medio di nuovi germogli ascellari presenti sull‟espianto principale. 
In Terom infatti alla fine della terza subcoltura viene praticamente triplicato il numero 
medio di germogli a espianto della seconda subcoltura (3.65 germogli ascellari a espianto); 
fenomeno che invece non si verifica in Tema dove, nella seconda e terza subcoltura (le due 
dove sono presenti i germogli ascellari), si ha rispettivamente una  media di 1.08 e 1.33 
germogli a espianto, quindi non si ha praticamente un aumento significativo della 
proliferazione. I germogli ascellari della cultivar Tema, tuttavia risultano 
significativamente più sviluppati in lunghezza di quelli presenti su espianti Terom, ma 
questo fatto è probabilmente dovuto al fatto che un unico germoglio ascellare era presente 
sull‟espianto. 
Cultivar subcolture Germogli ascellari (%) 
Mortalità  
(%) 
Callo  
(%) 
Vitrescenza  
(%) 
Terom 
1 0.00 7.41 44.00 12.00 
2 45.83 4.16 20.83 4.16 
3 66.66 0.00 0.00 0.00 
Tema 
1 0.00 36.36 14.29 7.14 
2 50.00 14.29 16.66 0.00 
3 50.00 16.66 16.66 0.00 
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Figura 5.3 a) Numero medio di germogli ascellari a espianto e b) lunghezza media dei 
germogli ascellari, per le cvs Terom e Tema, in fase di inizio moltiplicazione su substrato 
“M1”. I valori sono rappresentati come medie analizzate mediante il test -t di Student entro 
ciascuna subcoltura: l‟asterisco indica differenze tra le due varietà statististicamente 
significative (P  0.05).   
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Fase di proliferazione 
Dopo le precedenti tre subcolture sul mezzo di moltiplicazione iniziale (“M1”), nelle 
successive tre, gli espianti delle due cultivar sono entrati in piena proliferazione,  
mostrando un fattore di moltiplicazione pari a 2n per Terom (raddoppio del numero di 
germogli ad ogni rinnovo del mezzo di coltura) e addirittura tra la prima e la seconda 
subcoltura 4n per Tema. Risultati però, non altrettanto soddisfacenti sono stati riscontrati 
per quanto riguarda la qualità dei germogli. Infatti, la lunghezza media dei nuovi germogli 
prodotti sia da Terom che da Tema si attesta intorno al mezzo centimetro, questo porta ad 
uno squilibrio tra il tasso di proliferazione (elevato) e lo sviluppo di questi (basso), che 
progressivamente determina un cambiamento fenotipico dei germogli prodotti che tendono 
a svilupparsi uno a ridosso dell‟altro assumendo un aspetto a “cespuglio” con foglie 
filifomi e arrotolate (figura 5.4) 
. 
 
Figura 5.4. Anomalia morfo-fisiologica in cv. Tema. 
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Dell‟insorgenza di questo fenomeno, a carico dell‟aspetto fenotipico dei germogli, non si 
trova riscontro nel lavoro di  Dridi del 2003, che utilizza lo stesso identico mezzo su altre 
cv di Violetto,  ma analogamente si menziona il fenomeno dell‟iperidricità dei tessuti come 
una frequente causa di anomalie fisio-anatomiche indotte dalla meta-topolin presente nel 
mezzo di coltura, dove però in questo lavoro è indicata come la citochinina che determina 
lo sviluppo di germogli più lunghi.  Sicuramente le ragioni di queste differenze riscontrate 
con gli studi di Dridi sono da ritrovare nel fatto che ogni cultivar ha un grado di adattabilità 
individuale alle condizioni del vitro e ai diversi substrati. E‟ probabilmente per questo che 
le cvs Terom e Tema hanno riportato un diverso grado di sviluppo sullo stesso mezzo di 
coltura. In conclusione possiamo affermare che questo mezzo di proliferazione è ottimo dal 
punto di vista del tasso proliferativo ma progressivamente induce la formazione di 
germogli che tendono ad accestire e a formare un cespo, a parte dei germogli della cv. 
Tema che mostrano al termine della terza subcoltura uno sviluppo in lunghezza 
significativamente più alto, ma con un aspetto filiforme e arricciato. 
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Figura 5.5. a) Numero medio di germogli ascellari a espianto e b) lunghezza media dei 
germogli ascellari, per le cvs Terom e Tema, in fase di proliferazione su substrato “M1”. I 
valori sono rappresentati come medie analizzate mediante il test -t di Student entro 
ciascuna subcoltura: nessuna differenza tra le medie è risultata statisticamente significativa 
(P  0.05).  
 
Secondo Ancora et al. (1981), Debergh (1991) et Morzadec et Hourmant (1997), l‟aspetto 
fenotipico e la qualità delle piante in vitro è di grande importanza anche per la riuscita 
della fase di radicazione, quindi per la messa a punto di un protocollo di coltura in vitro 
efficace, ovviare a questa situazione si rivela un passaggio obbligato. Per risolvere il 
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problema dello scarso sviluppo e della vitrescenza degli espianti è stata condotta una serie 
di esperimenti per studiare l‟effetto della composizione del mezzo di colture sul tasso di 
proliferazione, la lunghezza dei germogli e l‟incidenza dei fenomeni di vitrescenza e 
necrosi. 
 
Esperimento 1: Effetti della concentrazione dei fitoregolatori nel mezzo di coltura “M1” e 
dell‟aggiunta di GA3. 
 
L‟obiettivo di questo primo esperimento era quello di capire se la fisionomia dei germogli 
così come si presentavano dopo 6 settimane di mezzo di coltura M1, poteva dipendere dall‟ 
accumulo di fitoregolatori (es. meta-topolin a 0.5 mg L
-1
 ), vista la progressiva crescita dei 
disordini morfo-fisiologici. 
La prova è stata effettuata su entrambe le cv., Tema e Terom. Germogli ottenuti in fase 
proliferativa su substrato “M1” sono stati trasferiti contemporaneamente su due substrati, il 
primo denominato “M BASE”, il secondo invece “M2” (Tab. 4.2, Materiali e metodi); 
rispettivamente per il tempo di 2 subcolture di 3 settimane ciascuna su ogni singolo 
terreno. “M BASE” è il substrato “M1” privo di fitoregolatori, che si usa solitamente prima 
della fase di radicazione, per far scaricare alle piante in vitro i fitoregolatori accumulati col 
tempo; “M2” ha invece un leggero dosaggio di citochinine (meta-topolin 0,05 mg L-1) e 
gibberelline (GA3 0,05 mg L
-1
), la GA3 è stata aggiunta nel tentativo di far sviluppare in 
lunghezza i germogli e le foglie, cercando di favorire l‟uscita dalla condizione di cespo. I 
vasi impiegati in questa e nelle successive prove sono stati Microbox Round XL con tappo 
filtro giallo (Duchefa, Micropoli, Italy) contenenti 100 ml di mezzo di coltura con una 
media di circa 15 germogli ciascuno. Poiché le prove sono state basate sul confronto tra 
mezzi di coltura, l‟utilizzo degli stessi contenitori in tutte le prove è importante per non 
rischiare di invalidarle; poiché il microambiente del contenitore e la percentuale di etilene 
all‟interno possono influire prolungando  gli effetti sull‟iperidricità (Hazarika, 2006).  
Come si vede osservando i grafici (Figure 5.6, 5.7, 5.8 e 5.9 ), è piuttosto evidente che non 
sono state riscontrate differenze significative tra i substrati “MS BASE” e “M2”, tranne 
che per la lunghezza dei germogli, ma nel complesso entrambi i mezzi di coltura non sono 
risultati giovare a entrambe le cultivar. Situazioni analoghe si hanno per quanto riguarda il 
numero dei germogli, dove al termine della seconda subcoltura si registra un calo generale 
su entrambi i mezzi frutto di perdite generate da una condizione diffusa di sofferenza dei 
Risultati e discussione 
 
 
  
68 
 
  
germogli che presentano livelli di vitrescenza costanti e soprattutto di necrosi dei tessuti, 
che in Terom arrivano a superare il 35% nella seconda subcoltura su “M2”. L‟unica 
differenza, come già accennato, che contraddistingue questi due mezzi di coltura posti a 
confronto, è la lunghezza dei germogli che sia per Terom che per Tema è notevolmente 
superiore su “M2”, grazie all‟effetto della GA3, che però ha reso le foglie dei germogli 
ancor più filiformi, contribuendo a non migliorare l‟aspetto fenotipico di questi. In 
conclusione questi due mezzi di coltura non sono risultati adeguati a migliorare la qualità 
dei germogli in questa fase. 
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Figura 5.6. Numero medio di germogli in vaso contenente inizialmente 15 germogli. 
Prima e seconda subcoltura delle cv. Terom e Tema sui substrati “MS BASE” e “M2”. I 
valori sono rappresentati come medie analizzate mediante il test -t di Student entro 
ciascuna subcoltura: nessuna differenza tra le medie è risultata statisticamente significativa 
(P  0.05).  
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Figura 5.7.  Lunghezza media dei germogli delle cv. Terom e Tema. Prima e seconda 
subcoltura sui substrati “MS BASE” e “M2”. I valori sono rappresentati come medie 
analizzate mediante il test -t di Student entro ciascuna subcoltura: l‟asterisco indica 
differenze tra i mezzi di coltura statististicamente significative (P  0.05).   
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Figura 5.8. Percentuale di iperidricità dei germogli delle cvs Terom e Tema, sui substrati 
“MS BASE” e “M2”. I valori sono rappresentati come medie analizzate mediante il test -t 
di Student entro ciascuna subcoltura: nessuna differenza tra le medie è risultata 
statisticamente significativa (P  0.05).  
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Figura 5.9.  Percentuale di  necrosi dei germogli delle cv. Terom e Tema sui substrati “MS 
BASE” e “M2”. I valori sono rappresentati come medie analizzate mediante il test -t di 
Student entro ciascuna subcoltura: nessuna differenza tra le medie è risultata 
statisticamente significativa (P  0.05).  
 
Esperimento 2: Effetti concentrazione di Azoto e vitamine nel mezzo di coltura “M2” 
 
La seconda prova è stata effettuata sulla sola cultivar Terom. Con Il substrato “M3” - 
costituto da metà dose di NH4NO3 (825 mg L
-1
) e metà di KNO3 (950 mg L
-1
), rispetto a 
“M2”, e con vitamine (usate da Tavazza et al., 2004) che non contengono acido ascorbico e 
glicina, ma contengono 200 mg L
-1
 di mio inositolo contro i 100 mg L
-1
 di “M2” e 1 mg L-1 
di tiamina HCl contro gli 0,1 mg L
-1
 dell‟altro substrato - si intendeva verificare se un 
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dosaggio di azoto più leggero induceva un miglioramento della qualità dei germogli. Il 
mezzo “M3” è simile al mezzo di coltura messo a punto da Pacifici et al. nel 2007 usato 
per carciofo Grato con ottimi risultati, e differisce da questo per il solo tipo di citochinina 
utilizzata; la meta-topolin al posto della BA usata da Pacifici. L‟utilizzo di un substrato di 
moltiplicazione con un dosaggio più leggero di azoto secondo Pacifici infatti tende a far 
regredire il fenomeno dell‟iperidricità dei tessuti dei germogli in vitro. In accordo con il 
lavoro di Pacifici, in effetti, dopo due subcolture sul mezzo di coltura “M3” si sono 
riscontrati miglioramenti in termini quantitativi e qualitativi dei germogli. Infatti il numero 
dei germogli aumenta tra la prima e la seconda subcoltura, differentemente da quanto 
succedeva su “M2”, e la lunghezza media dei germogli già alla prima subcoltura non è 
risultata inferiore al centimetro. I germogli sono apparsi meno accestiti anche se come è 
mostrato anche nel grafico C Figura 4, ancora iperidrci e necrotici con valori percentuali 
ancora troppo alti, e che nella seconda subcoltura crescevano arrivando ad un 16% di 
germogli iperidrici e un 19% di necrotici. Nel complesso questo substrato è risultato 
sicuramente migliore rispetto a “M2”, la riduzione della quantità di azoto nel mezzo ha 
favorito i germogli facendoli proliferare in maniera più ordinata e regolare, ed ha abbassato 
la percentuale di iperidricità e soprattutto di necroticità, pur rimanendo questi, valori da 
abbassare ulteriormente. 
 
Figura 5.10. Numero medio di germogli in vaso contenente inizialmente 15 germogli. 
Prima e seconda subcoltura della cv. Terom sui substrati “M2” e “M3”. I valori sono 
rappresentati come medie analizzate mediante il test -t di Student entro ciascuna 
subcoltura: nessuna differenza tra le medie è risultata statisticamente significativa (P  
0.05). 
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Figura 5.11. Lunghezza media dei germogli della cv. Terom. Prima e seconda subcoltura 
sui substrati “M2” e “M3”. I valori sono rappresentati come medie analizzate mediante il 
test -t di Student entro ciascuna subcoltura: nessuna differenza tra le medie è risultata 
statisticamente significativa (P  0.05).  
 
 
Figura 5.12. Percentuale di iperidricità dei germogli delle cvs Terom e Tema, sui substrati 
“M2” e “M3”. I valori sono rappresentati come medie analizzate mediante il test -t di 
Student entro ciascuna subcoltura: nessuna differenza tra le medie è risultata 
statisticamente significativa (P  0.05).  
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Figura 5.13. Percentuale di  necrosi dei germogli della cv. Terom. Prima e seconda 
subcoltura sui substrati “M2” e “M3”. I valori sono rappresentati come medie analizzate 
mediante il test -t di Student entro ciascuna subcoltura: nessuna differenza tra le medie è 
risultata statisticamente significativa (P  0.05).  
 
Esperimento 3: Effetto della citochinina BA (6-benziladenina) in mezzo di coltura “M3” 
 
Anche questa prova è stata effettuata su germogli della sola cultivar Terom. Il mezzo 
definito “M4” è lo stesso messo a punto da Pacifici et al., 2007, che come già detto 
differisce da “M3” per il solo impiego del tipo di citochinina, la BA (6-benziladenina)  in 
questo caso, allo stesso dosaggio (0,03 mg L
-1
). Come indicato da Dridi et al. (2003), 
infatti l‟impiego della citochinina meta-topolin seppur apporta un buon tasso di 
proliferazione, può indurre nei tessuti vegetali una marcata presenza del fenomeno 
dell‟iperidricità. Substrati di coltura con bassa concentrazione di BA (0,05 mg L-1) sono 
stati usati nelle fasi iniziali della moltiplicazione da diversi autori (Ancora et al., 1981; 
Morone Fortunato and Ruta, 2003; Pecaut et al., 1983; Rossi and De Paoli, 1992) per 
ridurre i sintomi dell‟iperidricità. Confrontando il mezzo di coltura “M4” con i valori 
ottenuti sul mezzo “M3”, osserviamo da subito che c‟è una significativa differenza dal 
punto di vista della necroticità dei germogli, che sebbene al termine della prima subcoltura 
è presente allo stessa percentuale di “M3”, dopo la seconda è completamente assente. Lo 
stesso non vale per l‟iperidricità, che col tempo tende ad aumentare, dopo l‟ottimo impatto 
iniziale che il mezzo ha da questo punto di vista che portava al quasi dimezzamento del 
valore percentuale dopo la prima subcoltura. Dal punto di vista della lunghezza dei 
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germogli non si sono registrate praticamente differenze tra i due mezzi, mentre il numero 
dei germogli raddoppia dopo la seconda subcoltura su “M4”. Possiamo concludere quindi 
che nel caso in questione tra meta-topolin e BA, la citochinina che ha avuto effetti 
maggiormente favorevoli per la cultivar Terom è stata quest‟ultima, diversamente da 
quanto ottenuto da Dridi, ma in accordo con le indicazioni di Pacifici. 
 
 
Figura 5.14. Numero medio di germogli in vaso contenente inizialmente 15 germogli. 
Prima e seconda subcoltura della cv. Terom sui substrati “M3” e “M4”. I valori sono 
rappresentati come medie analizzate mediante il test -t di Student entro ciascuna 
subcoltura: nessuna differenza tra le medie è risultata statisticamente significativa (P  
0.05). 
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Figura 5.15. Lunghezza media dei germogli della cv. Terom. Prima e seconda subcoltura 
sui substrati “M3” e “M4”. I valori sono rappresentati come medie analizzate mediante il 
test -t di Student entro ciascuna subcoltura: nessuna differenza tra le medie è risultata 
statisticamente significativa (P  0.05). 
 
 
Figura 5.16. Percentuale di iperidricità dei germogli della cv Terom, sui substrati “M3” e 
“M4”. I valori sono rappresentati come medie analizzate mediante il test -t di Student entro 
ciascuna subcoltura: nessuna differenza tra le medie è risultata statisticamente significativa 
(P  0.05).  
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Figura 5.17. Percentuale di  necrosi dei germogli della cv. Terom. Prima e seconda 
subcoltura sui substrati “M3” e “M4”. I valori sono rappresentati come medie analizzate 
mediante il test -t di Student entro ciascuna subcoltura: l‟asterisco indica differenze tra i 
due mezzi di coltura statististicamente significative (P  0.05).   
 
Esperimento 4: Effetti del Paclobutrazolo (PBZ) in mezzo di coltura “M4” 
 
In questo esperimento si è voluto saggiare gli effetti del paclobutrazolo, indicato da alcuni 
autori (Werbrouck e Debergh et al, 1996; Dridi, 2003) come sostanza ritardante della 
crescita, in grado di far regredire il fenomeno dell‟iperidricità in vitro, migliorando 
notevolmente la qualità delle piante. Questa sostanza è stata utilizzata anche da altri autori 
su specie diverse dal carciofo (Marino, 1981; Ziv, 1991) ottenendo buoni risultati.  
Werbrouck e Debergh (1996) hanno mostrato su Spathyphillum che il paclobutrazolo 
(PBZ) aumenta l‟effetto induttore del  germogliamento dato dalle citochinine aggiunte nel 
mezzo di coltura. Ziv et al. (1994), hanno anche indicato che ritardanti della crescita, come 
paclobutrazolo, sono inibitori della sintesi delle gibberelline e possono essere utilizzati per 
limitare la crescita delle foglie e controllare il fenomeno dell‟iperidricità. 
Il mezzo di coltura impiegato in questo esperimento è stato l‟M4, mantenuto come mezzo 
di proliferazione di riferimento, al quale è stato aggiunto 1 mg L
-1
 di paclobutrazolo (PBZ). 
L‟esperimento è stato effettuato su entrambe le cultivar. 
Dal quadro dei grafici, che mostra un confronto tra il mezzo di coltura con (PBZ) e il 
controllo (M4) risulta evidente come PBZ sia la sostanza in grado di eliminare finalmente 
quasi del tutto il fenomeno dell‟iperidrictà nei germogli. Una esigua percentuale del 
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fenomeno è presente solo in Tema dove comunque, dopo la seconda subcoltura tende a 
scomparire interessando solo il 3% dei germogli. I germogli su PBZ presentano un aspetto 
più rusticizzato, hanno un colore verde intenso e foglie tomentose e asciutte a differenza 
dei germogli  su M4 dove l‟iperidricità dopo la seconda subcoltura arriva al 15% per 
Terom e oltre il 20% in Tema, determinando una formazione di germogli con foglie verdi 
chiare e vetrose, molto bagnate sulla superficie e una base dei germogli callosa. Questi 
risultati oltre a confermare quelli di Ziv et al. (1994) e Dridi (2003) sono in accordo anche 
con quanto affermato da George, (1993) che aveva trovato un riscontro positivo del PBZ 
sulla riduzione del fenomeno della callogenesi. Anche per l‟altro aspetto, per il quale viene  
impiegato  PBZ, ovvero come ritardante della crescita, sono stati ottenuti risultati 
compatibili con quanto si trova in bibliografia; infatti la lunghezza dei germogli sul mezzo 
con PBZ rimane costantemente al di sotto del centimetro per entrambe le cultivar nelle due 
subcolture, a differenza di quanto avviene su M4 che invece mostra germogli anche di 1,5 
cm per la cultivar Tema. La riduzione della taglia delle foglie è dovuta alla maggior 
compattezza dei tessuti che a differenza dei germogli iperidrici non sono  caratterizzati da 
cellule imbibite di acqua, questo oltre ad essere un aspetto positivo per la qualità del 
materiale vegetale, determina anche vantaggi pratici nella gestione di questo in vitro. Per 
quanto riguarda il grado di proliferazione il PBZ nel presente lavoro più che indurre la 
germogliazione come indicato da Werbrouck e Debergh (1996), ha un effetto ritardante 
anche su di essa, infatti dopo due subcolture il numero dei germogli di entrambe le cultivar 
non cresce in maniera significativa. I germogli in effetti come già detto, con un aspetto 
rusticizzato su questo mezzo, risultano nel tempo soffrire di necroticità dei tessuti, come si 
vede dai grafici, arrivando nel caso della cultivar Terom ad un 45% di germogli necrotici. 
Le foglie tendono ad imbrunirsi, soprattutto quelle basali, e questo ostacola la comparsa 
dei germogli ascellari. La necrosi dei tessuti invece, all‟inverso risulta molto controllata sul 
mezzo M4, per entrambe le cultivar. 
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Figura 5.18. Numero medio di germogli in vaso contenente inizialmente 15 germogli. 
Prima e seconda subcoltura delle cv. Terom e Tema sui substrati “M4” e “M4 PBZ”. I 
valori sono rappresentati come medie analizzate mediante il test -t di Student entro 
ciascuna subcoltura: l‟asterisco indica differenze tra i due mezzi di coltura 
statististicamente significative (P  0.05).   
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Figura 5.19. Lunghezza media dei germogli delle cv. Terom e Tema. Prima e seconda 
subcoltura sui substrati “M4” e “M4 PBZ”. I valori sono rappresentati come medie 
analizzate mediante il test -t di Student entro ciascuna subcoltura: l‟asterisco indica 
differenze tra i due mezzi di coltura statististicamente significative (P  0.05).   
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Figura 5.20. Percentuale di iperidricità dei germogli delle cvs Terom e Tema, sui substrati 
“M4” e “M4 PBZ”. I valori sono rappresentati come medie analizzate mediante il test -t di 
Student entro ciascuna subcoltura: l‟asterisco indica differenze tra i due mezzi di coltura 
statististicamente significative (P  0.05).   
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Figura 5.21. Percentuale di  necrosi dei germogli delle cv. Terom e Tema. Prima e 
seconda subcoltura sui substrati “M4” e “M4 PBZ”. I valori sono rappresentati come medie 
analizzate mediante il test -t di Student entro ciascuna subcoltura: l‟asterisco indica 
differenze tra i due mezzi di coltura statististicamente significative (P  0.05).   
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Esperimento 5: Effetti del paclobutrazolo (PBZ) somministrato a ciclo alterno con 
substrato “M4” 
 I risultati ottenuti nell‟esperimento 4, hanno ispirato la successiva indagine su quali effetti 
potesse avere sui germogli delle due cultivar, l‟alternanza di un mezzo di moltiplicazione 
semplice (M4), con uno con l‟aggiunta di PBZ (M4 PBZ). I due mezzi di coltura infatti 
mostravano una certa compatibilità tra loro, completandosi a vicenda. Infatti il buon tasso 
di proliferazione che si ottiene su M4 e la pressoché totale assenza di germogli necrotici, 
compensa quelli che sono gli inconvenienti di un uso prolungato di PBZ. Da l‟altro lato già 
alla prima subcoltura su mezzo contenente PBZ si ottiene un ottima regressione del 
fenomeno dell‟iperidricità che affligge i germogli dopo più subcolture consecutive su M4, 
e un miglioramento generale della qualità dei germogli.   
Alla luce dei dati raccolti al termine di questo esperimento, possiamo ritenere l‟ipotesi  che 
ha portato a eseguire la prova, confermata. Infatti come si vede dai grafici, al termine di 
quattro  subcolture alternate i germogli delle cultivar Terom mostrano un iperidricità che 
non supera il 10% o è completamente assente, sulle due subcolture su mezzo con PBZ, 
risultando comunque “controllata” anche nel passaggio su mezzo privo. In Tema poi 
l‟iperidricità durante i passaggi su entrambi i mezzi addirittura non compare mai. Venendo 
invece alla necrosi dei tessuti, eclatante è il caso della cultivar Terom che con un passaggio 
su mezzo privo di PBZ, elimina completamente la necroticità dei germogli che aveva 
toccato il 50% di questi dopo una subcoltura su M4 PBZ, e tale risultato si mantiene anche 
nelle subcolture successive. In Tema i benefici dell‟alternaza dei due mezzi di coltura è più 
graduale ma si nota anche in questo caso una riduzione progressiva della necroticità indotta 
dai passaggi ciclici su mezzo privo di paclobutrazolo. Per quanto riguarda il tasso di 
proliferazione e la lunghezza dei germogli, come si vede dai grafici si ottengono valori con 
un andamento alterno durante le subcolture ma crescente “a due velocità”. Sia per Terom 
che per Tema infatti si registrano una proliferazione ed un allungamento dei germogli 
significativi solo su M4, e fasi stazionarie su M4 PBZ.  
In conclusione, al termine dell‟indagine, che ha previsto vari gradi di analisi, per giungere 
a definire un mezzo di coltura che garantisse uno sviluppo di germogli delle due cultivar 
fenotipicamente adeguato, possiamo ritenere valida una alternanza tra i mezzi di coltura 
M4 e M4 PBZ.    
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Figura 5.22. Numero medio di germogli in vaso contenente inizialmente 15 germogli. 
Quattro subcolture alternate delle cv. Terom e Tema sui substrati “M4” e “M4 PBZ”. I 
valori sono rappresentati come medie analizzate mediante il test -t di Student entro 
ciascuna subcoltura: l‟asterisco indica differenze tra i due mezzi di coltura 
statististicamente significative (P  0.05).   
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Figura 5.23. Lunghezza media dei germogli delle cv. Terom e Tema. Quattro subcolture 
alternate sui substrati “M4” e “M4 PBZ”. I valori sono rappresentati come medie 
analizzate mediante il test -t di Student entro ciascuna subcoltura: l‟asterisco indica 
differenze tra i due mezzi di coltura statististicamente significative (P  0.05) 
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Figura 5.24. Percentuale di  necrosi dei germogli delle cv. Terom e Tema Quattro 
subcolture alternate sui substrati “M4” e “M4 PBZ”. I valori sono rappresentati come 
medie analizzate mediante il test -t di Student entro ciascuna subcoltura: l‟asterisco indica 
differenze tra i due mezzi di coltura statististicamente significative (P  0.05) 
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Figura 5.25. Percentuale di iperidricità dei germogli delle cvs Terom e Tema. Quattro 
subcolture alternate sui substrati “M4” e “M4 PBZ”. I valori sono rappresentati come 
medie analizzate mediante il test -t di Student entro ciascuna subcoltura: l‟asterisco indica 
differenze tra i due mezzi di coltura statististicamente significative (P  0.05) 
 
Esperimento 6: Effetti residui del paclobutrazolo (PBZ) in fase di radicazione 
 
In vitro il carciofo ha notoriamente difficoltà a radicare anche in presenza di auxine nel 
mezzo di coltura. A seconda della cultivar sono stati riportati risultati che variano dall‟1% 
di piante radicate (Benoit e Ducreux, 1981) al 77% (Bigot e Foury, 1984), passando per il 
30% registrato per la cv. Camus de Bretagne (Moncousin, 1983). Le piante inoltre non 
radicate o radicate poco, danno luogo in fase di acclimatazione a elevata mortalità. Le 
gibberelline hanno dimostrato di inibire la radicazione (Burkhart e Meyer, 1991), tuttavia a 
basse concentrazioni la possono stimolare (Tizio et al., 1970). L‟azione della GA3 sulla 
formazione delle radici sembra essere associata all‟effetto sulla crescita del fusto della 
piantina (Morzadec e Hourmant, 1997). Il mezzo di coltura per la radicazione utilizzato nel 
presente lavoro contiene macroelementi di MS a mezza forza, vitamine di LS (Linsmaier  
and skoog, 1965), 0,5 mg L
-1
 di NAA (acido 1-naftalenacetico) e 3 mg L
-1
 appunto di GA3. 
Questo mezzo è stato messo a punto da Morzadec e Hourmant (1997), e a questi dosaggi è 
stata ottenuta su cv. Camus de Bretagne una radicazione del 92.3%. 
Gli espianti in fase di radicazione sono stati tenuti separati in base al mezzo di coltura di 
proliferazione d‟origine (M4 o M4 PBZ) prima del passaggio su quello di radicazione, per 
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seguirne gli sviluppi in quest‟ultima fase ed osservare eventuali influenze del PBZ anche 
sulla radicazione. 
Gli espianti messi su substrato di radicazione e lasciati su questo per tre settimane, erano 
tutti di lunghezza media dai 2 ai 3 cm e di ottimo aspetto. 
Come si vede in tabella 5.4  la cultivar Tema col 66.66% di espianti provenienti da M4 
radicati ha fatto registrare un soddisfacente tasso di radicazione, e piuttosto  superiore a 
quello ottenuto dai Terom stessa provenienza di mezzo prima della radicazione. Tuttavia è 
la qualità delle piantine Tema che risulta dopo la fase di radicazione parecchio peggiorata, 
con più della metà di piantine iperidriche  e un 44.44% di callosità. Terom invece si 
conferma capace di adattarsi meglio ai vari cambi di substrati di coltura, con una qualità 
dei germogli piuttosto buona, ma come detto anche più recalcitrante a radicare. Questa 
tendenza è confermata anche per gli espianti a cui era stato somministrato PBZ prima della 
fase di radicazione, infatti il 55.55% di espianti Tema hanno radicato contro il 19.23% dei 
Terom. Analoga è anche la situazione sulla qualità degli espianti che anche in questo caso 
è peggiore quella dei Tema suppur i livelli di iperidricità e di callo siano nettamente 
inferiori (11.11%) rispetto agli stessi a cui non era stato somministrato paclobutrazolo 
prima della radicazione. Il paclobutrazolo, come si vede, ha effetti residui anche dopo la 
sua somministrazione e migliora la qualità dei germogli anche in questa fase, ma non 
sembra avere influenza diretta sulla radicazione. Questa infatti mantiene più o meno lo 
stesso tasso indifferentemente da quella che era la provenienza dei germogli sui due mezzi 
di proliferazione saggiati, e sembra invece piuttosto  legata al tipo cultivar in questione. 
Infine, lo stesso principio sembra valere anche per quanto riguarda la qualità della 
radicazione, con radici in Tema più numerose e più lunghe in linea generale. 
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Tabella 5.3 Valori percentuali di parametri di radicazionei e qualitativi  registrati  per le 
cvs Terom  e Tema in fase di radicazione sul mezzo di coltura “M RAD 
 Terom Tema 
 Provenienza M4 
Provenienza M4 
PBZ 
Provenienza M4 
Provenienza M4 
PBZ 
Radicazione (%) 24.32 19.23 66.66 55.55 
Callo (%) 2.70 0.00 44.44 11.11 
Iperidricità (%) 10.81 0.00 55.55 11.11 
Necrosi (%) 2.70 0.00 0.00 0.00 
 
Tabella 5.4. Valori relativi al numero di radici medio per piantina e alla lunghezza delle 
radici formate registrati  per le cvs Terom  e Tema in fase di radicazione sul mezzo di 
coltura “M RAD”  
 Terom Tema 
 
Provenienza 
M4 
Provenienza M4 
PBZ 
Provenienza 
M4 
Provenienza M4 
PBZ 
Numero medio di 
radici (n) 
3.33 6.20 4.00 4.00 
Lunghezza 
media radici 
(cm) 
1.36 1.10 2.00 2.50 
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5.2 DIAGNOSI VIROSI 
Estrazione del RNA genomico e quantificazione del RNA 
Nelle seguenti tabelle (Tab. 5.5 e Tab. 5.6) sono riportati i dati ottenuti dalla lettura allo 
spettrofotometro dell‟estrazione effettuata con l‟RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, 
Germany). 
 
Tabella 5.5. Dati relativi agli acidi nucleici totali estratti per i primi 7 campioni. Analisi  
allo spettrofotometro  
N° campione Concentrazione ng/µl Abs260/Abs280 Abs260/Abs230 
N° 4 321,0 1,73 2,49 
 
Tabella 5.6. Dati relativi agli acidi nucleici totali estratti per i secondi 24 campioni. 
Analisi  allo spettrofotometro  
N° campione Concentrazione ng/µl Abs260/Abs280 Abs260/Abs230 
N° 14 546,2 1,70 1,92 
 
Dai valori ottenuti dall‟analisi allo spettrofotometro dell‟RNA totale, estratto dai campioni 
Terom e Tema analizzati nelle due sedute, risulta che l‟estrazione è stata eseguita sempre 
in modo soddisfacente. Infatti il valore del rapporto Abs260/Abs280 è compreso nel range 
ottimale 1,7-2,0 entrambe le volte mentre leggermente alto risulta quello relativo al 
rapporto Abs260/Abs230, nell‟analisi sui primi campioni, ma ciò è dovuto in parte anche alla 
sovrastima dello spettrofotometro.  
 
RT-PCR Double-step per la ricerca dei virus ArLV, AILV, AMCV e CMV, su 
campioni pianta madre  
La reazione a catena della polimerasi (PCR), ha visto negli ultimi anni, numerose 
applicazioni per l‟identificazione e la diagnosi di agenti patogeni, con un notevole impatto 
nel campo della patologia vegetale. I vantaggi della PCR includono l‟alta specificità e 
sensibilità di rilevamento di  una singola molecola target in una miscela campione 
complessa, e altamente concentrata. In confronto con agenti sierologici, primer PCR, con 
qualsiasi grado di selettività possono essere sintetizzati a costi inferiori rispetto a quelli 
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richiesti per sviluppare anticorpi monoclonali o policlonali (Mac Kenzie et al., 1997). Il 
principale limite della diagnostica basata sulla PCR, è la necessaria buona qualità degli 
acidi nucleici, che devono essere liberi da agenti inibitori della PCR; fondamentale è 
quindi aver eseguito in questo caso una buona estrazione dell‟RNA.  
Di seguito sono riportate le immagini dei gel d‟agarosio (Figure 5.25 e 5.26) ottenuti 
dall‟elettroforesi dei primi 7 campioni analizzati di cDNA delle piante madri dopo PCR 
(Polymerase Chain Reaction) specifiche per la ricerca dei virus CMV, AMCV, ArLV, 
AILV. Sotto le immagini, la didascalia riporta nel particolare l‟origine dei cDNA caricati 
nei pozzetti, associata a campioni Terom e Tema così come erano stati numerati per 
ragioni pratiche durante le fasi sperimentali; numerazione pertanto riportata in questo caso, 
per permettere la lettura dei gel e una corretta interpretazione dei risultati. 
 
M = marker 100 bp; 1 = #1 Terom; 2 = #4 Terom; 3 = #5 Terom; 
4 = #6 Terom; 5 = #8 Terom, 6 = #10 Terom; 7 = #11 Terom 
 
Figura 5.26. Foto corsa del gel d‟agarosio al 2.0% dopo 20 minuti. Primi 7 campioni 
pianta madre Terom analizzati per i virus CMV e AMCV, AILV, ArLV. Legenda (Double 
step RT-PCR):  
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M = marker 100 bp; 1 = #1 Terom; 2 = #4 Terom; 3 = #5 Terom; 
4 = #6 Terom; 5 = #8 Terom, 6 = #10 Terom; 7 = #11 Terom 
 
Figura 5.27 Foto corsa del gel d‟agarosio al 2.0% dopo 20 minuti. Primi 7 campioni 
pianta madre Terom analizzati per i virus AILV e ArLV.  
 
Nelle figure 5.26 e 5.27, che riporta le foto dei 4 gel relativi alle singole corse 
elettroforetiche dei primi 7 campioni Terom saggiati per verificare la presenza o meno dei 
4 virus presi in esame, si vede in modo piuttosto evidente che tutti e 7 i campioni analizzati 
risultano positivi al virus ArLV. I campioni 5, 6 e 7 mostrano una banda leggermente meno 
marcata ma questo probabilmente è dovuto ad una minore quantità di cDNA. Il gel relativo 
all‟RT-PCR per la ricerca di ArLV, mostra chiaramente che i primer specifici hanno 
amplificato la sequenza genomica target, che viene riportata nel gel d‟agarosio sottoforma 
di banda all‟altezza delle 300 bp del marker. Il frammento amplificato dai primer per 
ArLV è infatti di 282 bp. Questo significa che genoma del virus ArLV era presente nei 
tessuti vegetali di tutti i campioni analizzati. Per completezza, sono state riportate anche le 
foto degli altri gel relativi alla diagnosi degli altri 3 virus, ai quali i campioni sono risultati 
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negativi. Come si vede questi, non mostrano dopo la corsa elettroforetica alcuna banda, ciò 
significa che i primer non hanno riconosciuto alcuna sequenza target sul cDNA dei 
campioni e perciò non si è ottenuto ampliconi visibili sul gel. Genomi virali AMCV, CMV 
e AILV, non sono presenti nei campioni. Risultati identici, si sono registrati nei restanti 
campioni di tessuto fogliare Terom e Tema analizzati, tranne che per i campioni 29 Tema e 
23 Tema che in questo caso sono risultati negativi per tutti i virus compreso ArLV. Come 
si vede dalla immagine del gel relativo al virus ArLV, in direzione dei pozzetti n° 10 
(corrispondente al campione  29 Tema) e n° 14 (corrispondente al 23 Tema) non si ha la 
banda dell‟amplificato di 282 bp, specifico di ArLV. Riportiamo di seguito solo la foto del 
gel d‟agarosio relativo alla diagnostica per ArLV, poiché gli altri appaiono identici a quelli 
già mostrati. 
 
 
M= marker 100 bp 
n° 1 = Carciofo Terom 26 
n° 2 = Carciofo Terom 28 
n° 3 = Carciofo Terom 27 
n° 4 = Carciofo Terom 25 
n° 5 = Carciofo Terom 33 
n° 6 = Carciofo Terom 32 
n° 7 = Carciofo Terom 24 
n° 8 = Carciofo Terom 31 
 
 
n° 9 = Carciofo Terom 29 
n° 10 = Carciofo Tema 29 
n° 11 = Carciofo Tema 28 
n° 12 = Carciofo Terom 30 
n° 13 = Carciofo Terom 23 
n° 14 = Carciofo Tema 23 
n° 15 = Carciofo Tema 26 
n° 16 = Carciofo Tema 30 
 
n° 17 = Carciofo Tema 21 
n° 18 = Carciofo Tema 22 
n° 19 = Carciofo Tema 18 
n° 20 = Carciofo Tema 17 
n° 21 = Carciofo Terom 17 
n° 22 = Carciofo Terom 18 
n° 23 = Carciofo Terom 20 
n° 24 = Carciofo Terom 21 
B = Bianco 
C+ = Controllo positivo ArLV 
 
Figura 5.28. Foto corsa del gel d‟agarosio al 2.0% dopo 20 minuti di RT-PCR_ArLV. 
Rimanenti 24 campioni pianta madre Terom e Tema analizzati per i virus AILV, 
ArLV,AMCV, CMV. 
 
Tra i virus che infettano in modo specifico il carciofo, ArLV è di gran lunga il più diffuso 
in tutte le  aree di coltivazione della specie (Costa et al., 1959; Migliori et al., 1987; Rana 
et al., 1992) ma non sono descritti sintomi chiaramente associabili al patogeno, anche 
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perché sono frequenti le infezioni miste che possono aggravare o mascherare le eventuali 
alterazioni direttamente imputabili al solo ArLV. Tuttavia i campioni analizzati hanno 
dimostrato di essere affetti dal solo ArLV,  quindi è stato  eseguito un protocollo di 
risanamento specifico per questo virus. 
 
5.3 RISANAMENTO 
Prelievo dei meristemi 
La propagazione in vitro non garantisce automaticamente l‟eliminazione dei virus; la 
coltura di meristemi, invece, è in grado di eliminare ArLV (Pasquini et al., 2003; Papanice 
et al., 2004).  
La probabilità di eliminazione dipende dalle dimensioni del meristema di partenza: più 
questo è piccolo (0,2-0,6 mm), maggiori sono le probabilità di risanamento, che comunque, 
va sempre accertato con opportuni saggi diagnostici ripetuti nel tempo. Per questo motivo 
sin dall‟inizio della fase di prelievo dei meristemi apicali, si è proceduto a valutare la 
correttezza delle dimensioni degli apici appena rimossi. ea dimensioni dei meristemi sono 
state ottenute attraverso l‟analisi delle foto al programma Professional Imaging for 
Microscopy (ZEISS Micro Imaging GmbH, Göttingen). La figura 5.29 mostra due foto (a) 
e (b), di tessuti meristematici visualizzati allo stereo microscopio durante il prelievo, con 
riportate le dimensioni dei meristemi dopo l‟analisi al programma suddetto.  
 
Figura 5.29.Foto elaborate dal programma Professional Imaging for Micrscopy (Carl 
Zeiss). (a) foto ingrandimento 1,6 X, campione 4 Terom (b) foto ingrandimento 2,5 X, 
camp. 10. 
Come si vede le dimensioni dei meristemi risultano all‟interno dei parametri ottimali, per 
ottenere risanamento a partire da una coltura di apici meristematici in vitro. Ovviamente 
a b
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alle due linee risultate negative a tutti i virus analizzati (23 Tema e 29 Tema)  questa fase 
non è stata eseguita.     
 
5.4 RISANAMENTO VIA COLTURA D’APICI MERISTEMATICI 
Fase di induzione 
I meristemi appena prelevati sono stati posti sul mezzo “TL MOD”, lo stesso utilizzato per 
gli apici vegetativi all‟inizio della micropropagazione. Questo mezzo di coltura, sul quale 
gli apici meristematici sono rimasti per un periodo di tre subcolture, si è confermato valido 
anche per essi, considerando le problematiche che rendono complicata una coltura di apici 
meristematici in vitro. 
Infatti i meristemi tendono a formare callo particolarmente sulla parte danneggiata 
dall‟escissione durante il prelievo (Brian W.W. Grout, 1999). Se il callo si sviluppa 
lentamente e in modo localizzato, non prendendo il sopravvento può essere eliminato. 
Studi sul cavolfiore di colture meristematiche riportano fenotipi in gran parte regolari, ma 
se il callo include il germoglio, questo svilupperà anomalie, come foglie molto seghettate e 
lucide. Osservando i valori nella tabella 5.7, si nota che  già alla prima subcoltura, si 
registrano un 34.25% di apici meristematici cv. Terom e un 42.86% per la cv. Tema che 
presentano tessuti ibruniti e formazione di callo. Sempre al termine della prima subcoltura, 
inoltre, una buona parte di meristemi per entrambe le cvs (rispettivamente 28.77% per la 
cv. Terom, e 38.09% per la cv. Tema)  non fa registrare alcuno sviluppo, rimanendo così 
come si presentavano al momento della messa in coltura. Sebbene questi valori evidenzino 
una certa criticità di questa fase, sono comunque presenti con il 19.18 % e il 14.28% 
rispettivamente di cv. Terom e cv. Tema, meristemi che si sono sviluppati in un germoglio 
già al termine della prima subcoltura, e soprattutto la cv. Terom, presenta anche alcuni 
meristemi con i tessuti inbibiti e di color verde brillante che iniziano a generare 
verosimilmente un germoglio. Nelle successive subcolture le differenze riguardo questi 
parametri osservati, sono andate assottigliandosi scalarmente, la maggior parte dei 
mersitemi ancora non sviluppati è stata assimilata al tasso di mortalità, così come i 
meristemi che avevano generato callo, mentre gli apici meristematici che iniziavano a 
sviluppare germoglio, lo  sono in gran parte definitivamente divenuti. Tuttavia si sono 
registrati casi isolati, per entrambe le cultivar, dove l‟iniziale sviluppo di  callo ha generato 
in seguito germoglio, e casi, dove l‟apice che nella prima subcoltura non mostrava segni di 
un qualsiasi cambiamento si è nelle successive sviluppato.  
Risultati e discussione 
 
 
  
97 
 
  
 
Tabella 5.7. Valori percentuali di parametri qualitativi e quantitativi all‟interno di tre 
subcolture di apici meristematici di cvs Terom e Tema su mezzo di induzione “TL MOD”  
 
 
Fase di proliferazione  
Il mezzo di coltura “M4”, sulla base di incoraggianti risultati fatti riscontrare, in termini di 
tasso proliferativo e qualità degli espianti, è stato scelto per la fase di proliferazione dei 
germogli sviluppati da apice meristematico.  Anche in questo caso si è riscontrato un tasso 
di proliferazione di quasi 2n ad ogni rinnovo del mezzo di coltura, per entrambe le cultivar 
e un ottimo sviluppo in lunghezza per quanto riguarda la cv Terom, che al termine della 
terza subcoltura presentava germogli di quasi due cm. La cv. Tema ha fatto registrare, 
invece germogli leggermente più numerosi e  significativamente più corti, rispetto a 
Terom. La qualità generale dei germogli è risultata  però, piuttosto problematica per 
entrambe le cultivars. Infatti la necroticità dei tessuti che si era manifestata in Tema, dopo 
la prima subcoltura (16.67%), scompare nelle successive, lasciando il passo però, con la 
stessa percentuale, al termine della terza subcoltura, al fenomeno dell‟iperidricità. Come 
era già stato osservato, durante le prove precedenti (Esperimento 4) dopo alcune subcolture 
su “M4”, si manifesta il fenomeno dell‟iperidricità sul materiale vegetale colturato. La cv. 
Terom invece presenta germogli costantemente necrotici, seppur in bassa percentuale, e al 
termine della terza subcoltura marcatamente iperidrici, con una percentuale che interessa 
Cultivar subcolture 
Mortalità  
(%) 
Meristemi 
non 
sviluppati 
(%) 
Meristemi 
sviluppati 
(%) 
Callo  
(%) 
Germoglio 
(%) 
Terom 
1 0.00 28.77 17.80 34.25 19.18 
2 76.67 0.00 1.67 10.01 11.65 
3 72.73 0.00 0.00 18.18 9.09 
Tema 
1 0.00 38.09 4.76 42.86 14.28 
2 77.78 0.00 1.67 11.11 11.11 
3 66.67 0.00 0.00 33.33 0.00 
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più del 30% di questi. Nel caso delle colture di apici meristematici occorre comunque 
precisare che al di là del mezzo di coltura e della cultivar, influisce anche la qualità dell‟ 
escissione, che è addirittura fondamentale, per ottenere il risanamento; per questo anche 
nella valutazione dell‟aspetto degi apici meristematici occorre tener sempre ben presente 
una certa  individualità dei  singoli  meristemi 
 
Fase di mantenimento 
Le esigenze di miglioramento della qualità dei germogli rigenerati da meristema di 
entrambe le cultivar, e i buoni risultati ottenuti in questo senso dall‟alternanza di “M4” con 
“M4 PBZ” (Esperimento  5), hanno suggerito il passaggio a questo tipo di subcolture 
anche per i suddetti germogli.  
Dal punto di vista qualitativo la situazione per entrambe le cultivar va migliorando 
attraverso le subcolture, sebbene sia il fenomeno della vitrescenza dei germogli che quello 
della necrosi presenti sin dalle subcolture precedenti, anche dopo i passaggi alternati sui 
due mezzi “M4 e M4 PBZ”, non siano completamente  estinti. Tuttavia è piuttosto evidente 
attraverso le successione dei mezzi di coltura un trend di riduzione di entrambi i fenomeni. 
Nella cultivar Tema infatti si nota che l‟iperidricità dei germogli si ripresenta in 
percentuale piuttosto marcata dopo la quarta subcoltura su M4 che succedeva a quella con 
mezzo contenente PBZ che aveva fatto registrare una completa assenza del fenomeno in 
questione. Anche per la cv. Terom rimangono percentuali seppure esigue di germogli 
iperidrici, ma significativa è la riduzione di questi che si registra alla terza subcoltura, su 
substrato contenente  PBZ. Molto significativa è anche la riduzione del fenomeno della 
necroticità dei tessuti, che si registra col passaggio su mezzo di coltura M4 dopo che 
questo era arrivato ad interessare più del 60% dei germogli Terom su “M4 PBZ”, 
confermando così i positivi risultati della successione dei due mezzi in termini qualitativi 
dei germogli. Anche per quanto riguarda il tasso di proliferazione e la lunghezza dei 
germogli, si hanno risultati simili a quelli ottenuti nell‟ Esperimento 5 ed in entrambe le 
cultivar si riscontrano aumenti di questi due parametri soprattutto sul mezzo di coltura M4. 
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Figura 5.30 Germogli Terom su substrato M4(a) e (b). 
 
Fase di radicazione  
Al momento, per questa fase,  sono disponibili solamente i dati per la cultivar Terom, 
poiché la cultivar Tema è in fase di radicazione. Dai dati ottenuti dagli espianti che erano 
stati nell‟ultima subcoltura prima di essere trasferiti sul mezzo di radicazione su M4, un 
25% di radicati, ma la loro qualità non è buona (Figura 5.30). Come si vede il 50% degli 
espianti in radicazione è risultato nuovamente iperidrico ed inoltre un 25% è interessato da 
necroticità dei tessuti. La situazione peggiora osservando gli espianti provenienti da mezzo 
M4 PBZ. Molto limitata è la percentuale di radicazione (6,25%), e addirittura pressoché 
interessante quasi tutta la totalità degli espianti è il fenomeno dell‟iperidricità. In 
percentuali minori, ma presenti, sono inoltre i fenomeni di necroticità e di  callosità basale. 
La radicazione, quando avvenuta ha prodotto poche radici a espianto e piuttosto corte. Alla 
luce di questi risultati, sebbene siano ancora in divenire, per la mancanza della cv.Tema, si 
può comunque, effettuare alcune considerazioni. La prima è che una non adeguata qualità 
fenotipica degli espianti si ripercuote anche sulla fisiologia e sui processi fisiologici come 
la radicazione, perciò requisito fondamentale per questa fase e la successiva di 
acclimatazione, è avere espianti esenti da fenomeni di iperidricità o necroticità; inoltre si 
conferma da parte dei germogli provenienti da coltura di meristemi una certa difficoltà  di 
adattamento alle condizioni del vitro.  
 
 
a
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Figura 5.31. Esempi di germogli iperidrici (a) o necrotici (b). Differenze tra germogli 
regolari e necrotici all‟interno dello stesso contenitore su substrato M4 PBZ (c). 
 
  
a
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Tabella 5.8. Valori percentuali di parametri di radicazione e qualitativi  registrati  per apici 
meristematici cv Terom in fase di radicazione sul mezzo di coltura “M RAD”  
 Terom 
 Provenienza M4 Provenienza M4 PBZ 
Radicazione (%) 25.00 6.25 
Callo (%) 0.00 6.25 
Vitrescenza (%) 50.00 81.25 
Necrosi (%) 25.00 12.50 
 
 
Tabella 5.9. Valori relativi al numero medio di radici e alla lunghezza delle radici formate 
registrati  a espianto per la cv Terom in fase di radicazione sul mezzo di coltura “M RAD”  
 Terom 
 Provenienza M4 Provenienza M4 PBZ 
Numero medio di radici 
(n) 
2.00 2.30 
Lunghezza media radici 
(cm) 
2.00 1.00 
 
 
Acclimatazione 
Le piantine radicate, di circa 3-4 cm sono state sistemate in plateau contenenti terriccio e 
perlite in serra e coperte con del nailon  così come è riportato nel dettaglio nel capitolo dei 
materiali e metodi (Cap. 4). Durante i controlli visivi effettuati quasi quotidianamente è 
stato notato pressoché su tutte le piantine un iniziale choc dato dal passaggio dalle 
condizioni confinate del vitro, alle condizioni del  vivo, con una verosimile perdita di 
turgore da parte dei tessuti. Ma nei giorni successivi si manifesta per la maggior parte delle 
piantine un progressivo recupero della turgidità.        
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5.5 DIAGNOSI VIROLOGICA PER LA VERIFICA DEL RISANAMENTO 
Dopo circa 9 subcolture in fase di mantenimento (sui mezzi di coltura M4 e M4 PBZ, 
alternati), dagli espianti per ogni linea rigenerata da meristema delle cv. Terom e Tema, 
sono stati prelevati tessuti fogliari per effettuare di nuovo le analisi virologiche. In 
quest‟ultimo caso è stata verificata la presenza (eventuale) del solo virus ArLV, poiché 
appunto l‟unico presente e per il quale è stato effettuato risanamento. Come si vede dalle 
due foto (analisi effettuate prima su cinque e poi su altri sei campioni) relative ai gel di 
RT-PCR per ArLV, su un totale di 11 linee di campioni rigenerati da meristema saggiate 
sono state ottenute sei linee risanate. In prtaica, è stato ottenuto poco meno del 50% di 
risanamento. 
Nel secondo gel sono presenti anche tre campioni (1 Tema, 13 Terom e 26 Terom) pianta 
madre poiché per 1 Tema e 13 Terom non furono eseguite le prime analisi diagnostiche per 
accertarne l‟effetivo stato fitosanitario, (non furono prese le foglie dai carducci, e una volta 
in vitro misero molto tempo a svilupparsi). Quindi per questi due è stata eseguita una RT-
PCR anche per i virus AILV, CMV e AMCV, oltre ad ArLV, al quale come si vede 
risultano positivi. Per gli altri virus invece sono risultati negativi. (le foto degli altri gel non 
sono riportate). Discorso a parte merita invece il 26 Terom, per il quale avevamo già 
effettuato l‟analisi preliminare per testarne lo stato fitosanitario (positivo per ArLV) ma 
volevamo vedere, saggiandolo di nuovo per ArLV e confrontandolo con i due campioni 
derivanti dal suo apice meristematico (26 I Terom e 26 II Terom), se le condizioni di vitro 
potevano ipoteticamente aver risanato anche la pianta madre. Ie condizioni del vitro 
possono, come riportato da vari autori, essere esse stesse motivo di risanamento.  Le 
ragioni si ritrovano nella coltura di apici seppur non meristematici ma comunque composti 
da poche cellule, l‟ambiente confinato del vitro. Poiché 26 Terom risulta sempre positivo 
ad ArLV, possiamo confermare che la via più efficace per il risamìnamento dal virus ArLv 
è la coltura di apici meristematici.   
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M = marker 50 bp; 1 = # 29 Terom; 2 = #11 Terom; 3 = #6 Tema; 4 = #5 Terom; 5 = #12 Terom. 
 
Figura 5.32. Foto corsa del gel d‟agarosio al 2.0% dopo 20 minuti. Si tratta dei primi 
cinque campioni della cv. Terom o Tema, tutti rigenerati da apice meristematico e saggiati 
per il virus ArLV. Legenda (Double step RT-PCR):  
 
 
M = marker 50 bp; 1 = # 26 Terom; 2 = #26/1 Terom da meristema; 3 = #1 Tema; 4 = #1 Tema da 
meristema; 5 = #13 Terom; 6 = #13 Terom da meristema; 7 = #12 Terom da meristema; 8 = # 32 Terom da 
meristema; 9 = # 26/2 Terom da meristema; 10 = C+; 11 = Bianco; 12 = Controllo negativo 
 
Figura 5.33. Foto corsa del gel d‟agarosio al 2.0% dopo 20 minuti di RT-PCR_ArLV. 
Rimanenti 6 campioni rigenerati da apice meristematico cv. Terom e Tema e  3 campioni 
pianta madre Terom e Tema analizzati per i virus  ArLV.
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6. CONCLUSIONI 
 
Il carciofo, specie di grande importanza nel mondo e in particolare in Italia, per le sue 
proprietà culinare, terapeutiche e industriali, da tempo si deve confrontare con problemi 
che ne limitano la sua coltura e il suo sviluppo. Al  momento infatti, la propagazione per 
via vegetativa rimane la principale  via di moltiplicazione; ma il basso tasso di 
proliferazione da una parte e gli effetti negativi di parassiti , in particolare delle infezioni 
virali, sulla quantità e la qualità delle rese hanno messo di fronte la coltura a limiti che solo 
le tecniche della propagazione in vitro possono superare. 
Lo scopo di questo studio è stato quello di  mettere a punto un adeguato sistema di 
micropropagazione di materiale virus-esente per carciofo, in particolare per le cultivar 
Terom e Tema di Violetto di Toscana per costituire cloni di piante madri sane da utilizzare 
per lo sviluppo di un‟attività vivaistica finalizzata alla valorizzazione e  tutela del prodotto 
locale.   
Le varie tappe affrontate durante la messa a punto del protocollo di micropropagazione, 
hanno confermato in generale che carciofo è una specie vegetale che mal si adatta alle 
condizioni artificiali della micropropagazione, come risulta dai vari esperimenti effettuati 
per trovare il mezzo di proliferazione più adatto. Si verificano infatti a percentuali 
consistenti fenomeni di iperidricità e necrosi dei tessuti. Tuttavia nella presente indagine, 
l‟uso alterno dei mezzi di coltura M4 (con metà dose di azoto rispetto ai sali minerali MS, 
Murashige & Skoog, 1962 e  0,03 mg 
L-1
 di BA come citochinina ) e M4 PBZ (con 
l‟aggiunta di 1mg L-1 di paclobutrazolo) ha consentito di ottenere per entrambe le cultivar 
materiale vegetale conforme dal punto di vista morfo-fisiologico. Infatti la BA 
(benziladenina 6-P), utilizzata come citochinina nel mezzo di coltura M4 ha diminuito 
significativamente la percentuale di germogli iperidrici (figura 5.30 a) rispetto ai mezzi di 
coltura in cui la citochinina utilizzata era la meta-topolin,(in accordo con Ancora et al., 
1981; Morone Fortunato and Ruta, 2003; Pecaut et al., 1983; Rossi and De Paoli, 1992) e 
inoltre ha  anche determinato un tasso di proliferazione più alto (figura x). Il  
paclobutrazolo (PBZ), sostanza ritardante della crescita, donava ai germogli un aspetto 
rusticizzato, importante per la fase di radicazione, e  faceva poi  ulteriormente regredire fin 
quasi alla completa assenza il fenomeno dell‟iperidricità che dopo circa tre subcolture 
tendeva a ricomparire anche su M4.  
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La somministrazione di paclobutrazolo a ciclo alterno con il mezzo M4 permette di tenere 
controllato il fenomeno delle necrosi dei tessuti che in presenza continua di PBZ si 
verifica, ed inoltre  il passaggio in successione su M4 fa si che si mantenga anche un buon 
tasso di proliferazione.  
Per quanto riguarda lo stato fitosanitario, tranne in due casi di assenza per tutti e quattro i 
virus saggiati, la restante totalità dei campioni analizzati con double step RT-PCR sono 
risultati positivi ad ArLV; confermando che l‟assenza di sintomi riconducibili ad infezioni 
da fitovirus in piante di carciofo di pieno campo, spesso accompagnata da buon vigore 
vegetativo, non è sufficiente a garantire l‟effettivo stato dal punto di vista fitosanitario. 
Il risanamento da ArLV, effettuato per mezzo di tecniche tradizionali come la coltura di 
apici meristematici ha fatto ottenere una percentuale di piantine sane incoraggiante, di 
poco meno del 50% confermando che la coltura d‟apice è una tecnica idonea per  produrre 
germoplasma di carciofo esente dal virus ArLV. Sicuramente, un aspetto di cui tener conto 
è la criticità del prelievo del meristema, che influisce direttamente sul numero di campioni 
risanati. Infatti un corretto prelievo è alla base del successo del risanamento. Inoltre il 
limitato numero di campioni rigenerato da meristema è risultato legato alle difficoltà di 
adattamento alle condizioni della micropropagazione riscontrate dagli apici meristematici. 
Tuttavia, causa disponibiltà di risorse limitata, questi ottenuti, sono solo risultati 
preliminari, poiché ulteriori saggi diagnostici dovranno essere effettuati nel tempo per 
definire definitivamente come sane le piante.  
Concludendo possiamo comuque definire raggiunto in modo soddisfacente l‟obbiettivo di 
messa a punto di un protocollo di micropropagazione delle cvs. Terom e Tema, andando 
così a fornire uno strumento che contribuisce a migliorare le conoscenze sulla 
micropropgazione di queste cultivar. 
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Appendice 
IL CARCIOFO DEL LITORALE TOSCANO 
 
1. Introduzione 
Importanza e diffusione 
Il carciofo in Toscana vanta antiche tradizioni, anche se attualmente la sua coltivazione 
incontra difficoltà a competere con quelle del Sud e delle isole. Nel 1915 le statistiche 
relative a questa produzione indicavano la Toscana al primo posto tra le regioni italiane 
con 250.000 t (39% della produzione nazionale), seguita da Campania e Sicilia, mentre 
attualmente la produzione del carciofo in Toscana raggiunge 7100 t corrispondenti a circa 
l‟1,4 % del totale. La coltura del carciofo è soprattutto diffusa nella fascia litoranea, che 
interessa principalmente la provincia di Livorno e parte di quella di Grosseto. Nella prima, 
le principali aree di coltivazione possono identificarsi nelle zone di Cecina, Bibbona, 
Castagneto Carducci, Suvereto e Venturina (Val di Cornia). 
Un incremento della produzione in queste due province si rileva tra il 1955 e il 1981, nella 
provincia di Livorno si passa da 510 ha del 1955 ai 1.306 del 1981, con una produzione di 
oltre 100 q come media del biennio 1980-1981, facendo di questa provincia la più 
importante tra quelle toscane nella produzione di carciofi con oltre il 41% della produzione 
totale regionale. Dalle stime degli ultimi anni (Istat, Regione Toscana) si nota invece una 
controtendenza, per cui le superfici totali coltivate a carciofo nella provincia di Livorno 
possono essere stimate su una superficie di 465 ha del 2002 con una produzione totale di 
49.450 q. 
Pur essendo diminuite le superfici coltivate, la provincia di Livorno continua ad avere un 
ruolo di primo piano all‟interno della Regione Toscana, se si considera infatti che il 60 % 
delle superfici destinate a carciofo sono localizzate in questa provincia (le superfici 
regionali del 2001 risultano pari a 743 ha e quella stimata nel 2003 pari a 725 ha). 
All‟interno della provincia le superfici coltivate a carciofo rappresentano attualmente circa 
il 15 % di quelle destinate ad ortaggi in piena aria.    
Oggi le coltivazioni locali risultano poco competitive a causa dell‟elevato fabbisogno di 
manodopera per la scarducciatura  e la raccolta, e dell‟aleatorietà delle produzioni, in 
relazione ai ricorrenti danni da freddo, e al fenomeno delle virosi latenti che si tramandano 
da un impianto all‟altra usando materiale propagativo infetto. Le condizioni climatiche 
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della Toscana risultano critiche per la produzione del carciofo soprattutto in inverno, 
quando le temperature possono scendere sotto lo zero, ma forse sono state proprio queste 
condizioni (area di frontiera per il carciofo) ad aver favorito la selezione di nuove varietà 
apprezzate e conosciute sia a livello nazionale sia internazionale. 
 
 
Figura 1.1 Carciofaia di Terom in Val di Cornia all‟inizio della produzione primaverile 
 
2. Nuove selezioni in Toscana 
Varietà coltivate e ricerca 
Il “Violetto di Toscana”, denominato “Morello di Livorno” era la varietà di gran lunga più 
coltivata fino agli anni ‟70, costituendo la quasi totalità delle piantagioni nella provincia di 
Livorno. 
L‟opportunità di introdurre nuovi coltivazioni di carciofo era stata valutata fin dalla metà 
degli anni ‟60. Iniziò così presso le Università di Pisa e Firenze un programma di 
miglioramento genetico che mirava a trovare nuove varietà rispetto al Violetto di Toscana 
che pur adattandosi alle condizioni climatiche della zona, presentava problemi di 
variabilità, per mancanza di un‟adeguata selezione e prospettive di minor reddito a seguito 
dell‟introduzione della stessa varietà in Sardegna, ove riusciva a produrre con un mese 
d‟anticipo. Le prove, condotte in aziende della Val di Cornia, area particolarmente 
interessata dalla coltura, portarono alla costituzione di alcuni cloni di “Violetto di 
Toscana” e alla realizzazione di una nuova varietà, “Terom”, molto più precoce rispetto al 
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Violetto di Toscana. In un secondo tempo si arrivo alla costituzione di una varietà 
rifiorente il “Tema”. A seguito di queste introduzioni le superfici destinate al carciofo 
violetto stanno progressivamente diminuendo, si ritiene che queste possano essere 
attualmente individuate su poche decine di ettari. 
 
Violetto di Toscana 
Di antica coltivazione, è denominato anche Morello perché caratterizzato da 
pigmentazione violacea, oppure Nostrale in quanto di provenienza locale. Il Violetto risulta 
inserito nell‟elenco  degli ortaggi tradizionali della Toscana di cui al DM del  19/06/01, 
integrazione dell‟allegato al DM 08/05/01, con i nomi di Carciofo del litorale livornrse e 
Carciofo di Chiusure (Figura 1.2) 
Caratteristiche morfologiche 
Pianta: taglia medio-grande, altezza d‟inserzione del capolino principale intorno a 60 cm, 
portamento assurgente, attitudine pollonifera media. 
Foglia: colore verde-grigiastro, inerme, dimensioni medie, eterofillia media per presenza 
di foglie a lamina intera talvolta nei primi stadi vegetali della pianta: normalmente le foglie 
sono pennatosette.     
Capolino princiapale: ellittico, compatto, dimensioni medie (H=cm 8,8, L=cm 4,2 circa), 
ad apice più frequentemente arrotondato ed in qualche caso smussato, intero e lievemente 
inciso, terminante con una piccola spina di colore giallo chiaro; brattee intermedie di 
colore paglierino con sfumature violette, peduncolo di lunghezza e spessore medio. 
Caratteristiche produttive 
Capolini per pianta: produzione elevata, 10-12 capolini per consumo fresco e 10-12 per 
utilizzazione conserviera 
Peso dei capolini: principale 200-280 g (pezzatura media grossa), secondari 150-190 g 
circa, peso medio 120-122 g. 
Epoca di produzione: medio-tardiva con inizio prima decade di marzo. Ciclo produttivo 
medio. 
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Figura 1.2 Violetto di Toscana 
 
Terom 
La cultivar Terom ha avuto origine dalla selezione di progenie provenienti da “semi” 
raccolti dal Violetto di Toscana, riprodotto liberamente in una collezione varietale 
realizzata nel 1964 a S. Piero a Grado, nell‟azienda sperimentale dell'Università di Pisa. 
Nella collezione erano presenti le diverse varietà: “D‟ogni mese”, “Empolese”, “Precoce di 
Jesi”, “Spinoso di Liguria”, “Spinoso Sardo”, “Vert de Laon”, “Violetto di Mola”, 
“Violetto di Romagna”, “Violetto di Toscana”. Le piante provenienti da “seme”, che si 
differenziavano dal fenotipo materno (Violetto di Toscana), vennero clonate con il metodo 
della fila-pianta; allo scopo furono utilizzati i carducci prodotti in autunno; i cloni ottenuti 
(una ventina) vennero coltivati in confronto alla varietà originale di riferimento; ogni 2 
anni i cloni migliori per precocità, uniformità e vigore vennero moltiplicati restringendo 
l‟attenzione inizialmente a 3 cloni e poi a un singolo (clone n° 5) che dette origine alla 
nuova varietà Terom (Figura 1.3 a, b), abbreviazione del nome del costitutore e autore. Il 
Terom è stato inizaialmente introdotto nelle aree cinaricole del litorale toscano da Livorno 
a Grosseto, ove è stato subito apprezzato dai coltivatori che lo hanno moltiplicato e diffuso. 
Il lavoro iniziale di selezione e valutazione del clone ha richiesto 5 anni, dal 1970 al 1975, 
e quello di diffusione altrettanti, dal 1975 al 1980.    
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Caratteristiche morfologiche 
Pianta: taglia medio-grande, con portamento intermedio, meno assurgente del “Violetto di 
Toscana”, con elevata attitudine pollonifera. 
Foglia: seminermi, pennatosette e di medie dimensioni, con nervatura principale grande e 
foglioline più larghe e meno numerose rispetto alla suddetta varietà. Nei primi stadi di 
sviluppo si può notare una certa eterofillia con foglie a lembo meno settato o intero e 
presenza di spine sulle foglioline basali normalmente interne. Il colore, verde chiaro 
lucente, si differenzia nettamente rispetto al verde grigio della cultivar “Violetto di 
Toscana”. 
Capolino principale: forma ovoidale, colore violetto intenso con sfumature verdi sulle 
brattee esterne, normalmente la colorazione è più accentuata di quella riscontrata nella 
“Violetto di Toscana”. I capolini di 1° e 2° ordine presentano una forma un po‟ più 
allungata del principale, fino a diventare ellissoidale. Il peso dei capolini risulta 
mediamente superiore a quello del Violetto; spinosità molto lieve. Ricettacolo spesso e 
carnoso, crescita dei fiori e pappi lenta per cui è assicurata l‟assenza di pelosità fino al 
raggiungimento dei calibri maggiori. I capolini raccolti rimangono turgidi a lungo per cui è 
apprezzabile la conservabilità post raccolta. 
Caratteristiche produttive  
Capolini per pianta: produzione elevata, 10-12 capolini per consumo fresco e 10-12 per 
utilizzazione conserviera. 
Peso dei capolini: peso medio 120-122 g 
Epoca di produzione:medio, anticipata di 9-24 giorni rispetto a quella del “Violetto di 
Toscana”. 
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Figura 1.3 a) Capolino di Terom (a destra) in confronto con uno di Empolese, b) Pianta di 
Terom in buone condizioni colturali 
Tema 2000 
La cultivar Tema 2000 ha origine dalla selezione clonale di un mutante precoce comparso 
nella cultivar Terom, soggetta a moltiplicazione intensiva a partire dal 1980. La clonazione 
di alcune piante, diverse dal fenotipo materno e moltiplicate utilizzando i carducci, ha 
permesso di individuare una selezione interessante che si distingue per l‟habitus della 
painta e per la precocità, analoga a quella delle cultivar rifiorenti. Questo clone è stato 
denominato Tema  (Figura 1.4 a, b). Il lavoro iniziale di selezione e valutazione del clone 
n° 3 ha richiesto 5 anni, dal 1980 al 1985, e quello di diffusione altrettanti, dal 1985 al 
1990. 
Caratteristiche morfologiche 
Pianta: medio vigore, 80-90 cm di altezza 
Foglia: foglie giovanili intere ed adulte settate di color verde cinereo in estate autunno e 
verde lucido in inverno-primavera, con spinosità assente o molto ridotta sulle foglie basali. 
Le costolature sono robuste, di color verde chiaro sfumato di rosa alla base. 
Capolini: ovali allungati (9-11 cm), di colore violetto intenso brillante, con brattee ovali 
allungate appuntite terminanti con una breve spina, sono carnose e tenere. I capolini 
principali sono provvisti di 2-3 foglie brattali e sono più affusolate, quelli secondari sono 
provvisti di 1-2 foglie brattali e sono più tozzi. Il cuore è compatto, con un ricettacolo largo 
e carnoso a lenta differenziazione fiorale. 
a b
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Caratteristiche produttive 
Capolini per pianta: produzione elevata, 10-12 capolini per consumo fresco e 10-12 per 
utilizzazione conserviera. 
Peso dei capolini: peso medio 140-200 g 
Epoca di produzione: varietà “rifiorente”, il ciclo inizia a luglio-agosto e si ha la 
produzione precoce in autunno-inverno, quando si ha la produzione sull‟asse principale. 
Alla base del fusto si sviluppano altri germogli che opportunamente diradati entrano in 
produzione in tempi successivi (inverno-primavera). 
 
 
Figura 1.4 a) Tema in  moltiplicazione con il metodo della pianta-fila, b) Capolini 
principali di Tema  
 
La raccolta  
Il carciofo nella provincia di Livorno ha un periodo di raccolta molto lungo, la prima 
produzione è data dalla varietà “rifiorente” Tema, il cui ciclo inizia in luglio-agosto e si ha 
la produzione precoce in autunno-inverno sull‟asse principale. Il massimo della produzione 
è presente sui mercati in primavera tra la prima decade di marzo (Terom) fino alla metà di 
maggio in cui si hanno le ultime produzioni di Violetto di Toscana. In linea di massima 
una carciofaia può avere una produzione di circa 115 q/ha.     
 
 
a b
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Conservazione delle varietà 
La cultivar Tema come tutte le varietà rifiorenti è soggetta a variazioni genetiche 
regressive che portano alla perdita delle caratteristiche di precocità o rifiorenza su circa il 5 
% delle piante per anno; pertanto è necessario rinnovare spesso la carciofaia (ogni 2-3 
anni) avendo cura di eliminare le piante regredite. Queste ultime si riconoscono dalla 
morfologia delle foglie. 
In entrambe le cultivar il controllo delle malattie virali, è notoriamente di tipo preventivo e 
si basa sulla produzione e l‟utilizzo di materiale di propagazione idoneo dal punto di vista 
fitosanitario. Gli effetti negativi delle infezioni virali sulla quantità e la qualità della resa 
hanno messo in evidenza l‟importanza di creare nuovi impianti di carciofo con materiale di 
propagazione virus-esente. 
per evitare il decadimento della varietà, a seguito di attacchi da virus  e altri parassiti un 
valido strumento può essere la micropropagazione, infatti la propagazione da seme, 
considerata un modo per ottenere piante virus-esenti, non può rappresentare una soluzione 
adeguata, poichè molti dei virus che infettano carciofo sono noti per essere trasmissibili per 
seme e per polline a altre piante della famiglia delle Compositae. 
 La  necessità di un recupero di questo prodotto tipicamente mediterraneo, di cui sempre 
più si apprezzano le proprietà nutrizionali e salutistiche, ha stimolato numerose attività 
scientifiche, raccordate ed armonizzate tra loro nell‟ambito di un progetto finalizzato 
“Carciofo” del Ministero delle Politiche Agricole e Forestali (MiPAF). Tra i diversi 
obbiettivi previsti dal Progetto, particolare importanza riveste il miglioramento del 
vivaismo del carciofo alla cui base è la produzione di germoplasma virus-esente (Barba, 
2000; Pasquini et al., 2003). 
Al momento non esistono fonti di carciofo cv Terom e Tema 2000 con le caratteristiche 
fitosanitarie richieste dal D.M del 14.4.1997 dove si definiscono i requisiti di identità 
varietale e fitosanitaria.       
 
 
 
 
 
 
  
 
  
IX 
 
  
Bibliografia: 
 
AA.VV. (2009): Il carciofo e il cardo, coordinamento scientifico di N. Calabrese. Collana 
Coltura &Cultura, ideata e coordinata da R. angelini, Bayer CropScience, Ed. Script, 
Bologna  
“I prodotti tradizionali della toscana” Catalogo ARSIA 2001 
R. TESI “Introduzione e adattamento di nuove selezioni di carciofo nel litorale tirrenico” 
R. TESI “Tema 2000, nuova varietà di carciofo rifiorente” estratto da L‟informatore 
Agrario-Verona L(30), 1994. 
R. TESI “Terom nuova cultivar di carciofo per la Toscana” Riv. Ortoflorofrutt. It., n° 65, 
81-89, 1981. 
  
 
Riassunto 
 
La propagazione del carciofo in Italia è realizzata normalmente ricorrendo ai carducci e 
agli ovoli. Questa tecnia, pur apparendo economicamente vantaggiosa, presenta notevoli 
svantaggi di ordine fitosanitario e di uniformità della coltura. Infatti, se il materiale di 
propagazione per l‟impianto di una nuova carciofaia viene prelevato da piante madri infette 
da virosi o malattie simili, anche nel nuovo impianto si osserverà la stessa problematica 
fitosanitaria. Tutto ciò è anche aggravato dal fatto che alcuni dei virus più dannosi sono 
trasmessi da vettori animali, come afidi, tripidi e nematodi, che incrementano la diffusione 
in campo di queste malattie. In Italia sono stati segnalati fino ad oggi una quindicina di 
virus responsabili di danni alla coltura. Tra questi si ricordano il Virus Latente del Carciofo 
(ArLV), presente in tutte le aree di coltivazione, e il Virus Latente Italiano del Carciofo 
(AILV), non ugualmente diffusi in tutte le aree cinaricole ma assai dannosi.   
Il controllo delle malattie virali è notoriamente di tipo preventivo e si basa sull‟impiego di 
materiale di propagazione sano (o risanato). Gli effetti negativi delle infezioni virali sulla 
quantità e la qualità della resa hanno messo in evidenza l‟importanza di creare nuovi 
impianti di carciofo con materiale di propagazione virus-esente. Al momento non esistono 
fonti di carciofo cv Terom e Tema 2000 con le caratteristiche fitosanitarie richieste dal 
D.M del 14.4.1997, che appunto definisce definiscono i requisiti di identità varietale e 
fitosanitari del materiale di propagazione commercializzato nel nostro Paese. 
Pertanto, in questo studio è stato messo a punto un protocollo di propagazione e 
risanamento in vitro per queste due cultivar. La coltura d‟apice meristematico ha 
consentito di ottenere circa il 50% di piante risanate per il virus ArLV. Usando la tecnica 
di diagnosi molecolare nota come „double step RT-PCR‟ ha consentito di selezionare 
materiale vegetale (plantule) esenti da virus già durante il loro allevamento in vitro. Con 
questo materiale è stata costituita una collezione delle cultivar Terom e Tema, entrambe 
allevate in vitro e in vivo (in vaso). Dopo opportuna verifica delle caratteristiche 
agronomiche, questo materiale potrebbe essere utilizzato come piante-madri per 
l‟ottenimento di materiale di propagazione (carducci o ovuli) sanitariamente controllato. 
 
